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Le microbiote intestinal constitue un réservoir d’activités enzymatiques riche et varié 
dont l’expression fait partie intégrante de la physiologie de l’organisme et influe sur sa santé. La 
mise en évidence par méthodes culturales classiques des Archaea méthanogènes est difficile et 
n’a permis à ce jour que la mise en évidence de deux Methanobacteriales hydrogénotrophes au 
sein de ce microbiote : Methanobrevibacter smithii et Methanosphaera stadtmanae. Les travaux 
de cette thèse ont eu pour but d’apporter une vision moléculaire nouvelle de la diversité des 
Archaea méthanogènes du microbiote et de r+echercher l’influence de l’âge sur ces 
communautés. Ces travaux ont été menés par analyse d’une partie du cistron mcrA, marqueur 
moléculaire spécifique de la méthanogenèse, et du gène codant pour l’ARNr 16S. Ces études ont 
révélé une plus grande diversité des Archaea colonisant cet écosystème et ont mis en évidence 
de nouveaux phylotypes ne pouvant être rattachés à aucun des 5 ordres méthanogènes 
précédemment décrits. Ils correspondent probablement à d’autres espèces méthanogènes 
affiliées aux Thermoplasmatales ou cohabitent avec des membres encore inconnus des 
Thermoplasmatales. Une étude réalisée sur 63 individus répartis en nouveau-nés, adultes et 
seniors a montré que la fréquence de ces nouveaux phylotypes augmente avec le vieillissement. 
Ces résultats interrogent à la fois sur l’origine de ces divers organismes et leur présence au sein 
du microbiote intestinal du sujet âgé et soulignent notre relative méconnaissance d’un des trois 


















The intestinal microbiota constitutes a rich and varied enzymatic activities tank. Its 
expression is an integral part of the organism’s physiology and has an influence on its health. The 
methanogenic Archaea, whose detection by classic cultural methods is difficult, are so far 
represented only by two hydrogenotrophic Methanobacteriales in this microbiota: 
Methanobrevibacter smithii and Methanosphaera stadtmanae. The purpose of this thesis was to 
bring a molecular vision of the diversity of the methanogenic Archaea of the microbiota and to look 
for the influence of age on this community. The research has been led by the analysis of the mcrA 
cistron, a specific molecular marker of methanogenesis, and of the 16S rRNA gene. It has revealed 
that the archaeal diversity colonizing this ecosystem is increased by new phylotypes which cannot 
be attached to any of the 5 previously described methanogenic orders, and may correspond to other 
methanogens affiliated to Thermoplasmatales or cohabiting with unknown Thermoplasmatales. 
Their frequency appears to be associated with their host’s age, according to a study carried out on 
63 individuals of different age-groups: 23 newborns (3 weeks to 10 months), 20 adults (from 25 to 
45 years) and 20 elderly (from 70 to 90 years). A relation with the host’s ageing is therefore 
possible. Finally, the potentiality of a 6th order of methanogenic Archaea distantly related to a group 
of Archaea which anaerobicaly oxidized methane, the ANME 1, and its surprising association 
recovered with unknown Archaea affiliated with Thermoplasmatales, raises the question on the 
phylogenetic origin of these various microorganisms and underlines our current relative ignorance 
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 AVANT-PROPOS  




La microbiologie est née au XVIIe siècle du développement de la microscopie par 
Antonie Van Leeuwenhoek, et a pris son essor avec la mise au point des techniques de culture et 
d’isolement des micro-organismes par Robert Koch et Louis Pasteur au XIXe siècle. L’écologie, 
apparue plus récemment en tant que science, se définit comme « l’étude des interactions entre 
les organismes vivants et le milieu, et des organismes vivants entre eux dans les conditions 
naturelles » (Frontier & Pichot-Viale, 1998). L’écologie microbienne a donc pour but de 
déterminer quels sont les micro-organismes présents dans un environnement donné, et leurs 
fonctions dans cet environnement.  
 
Comme pour tous les écosystèmes microbiens, les premières avancées dans l’étude du 
microbiote intestinal ont été réalisées par des approches culturales. La caractérisation du 
microbiote intestinal a débuté en 1885 avec l’isolement par Teodor Escherich de Bacterium coli, 
micro-organisme renommé par la suite Escherichia coli (Anonymous, 1981). Il a cependant fallu 
attendre 1931 pour que les chercheurs se rendent compte que le tractus intestinal était en fait 
colonisé par un ensemble de micro-organismes dont la majorité était anaérobie (Sanborn, 1931). 
L’application des techniques de culture en anaérobiose par Hungate (Hungate, 1969) a alors 
permis de grandes avancées dans la connaissance de cet écosystème. Cependant, comme l’ont 
montré les techniques basées sur l’analyse des séquences d’ARNr 16S à partir des années 80, ces 
techniques classiques, quel que soit le biotope considéré, ne donnent qu’une vision partielle des 
micro-organismes présents dans un écosystème. La proportion de micro-organismes non-
cultivés colonisant le tractus digestif de l’homme varierait entre 54 % (Hayashi et al., 2003) et 
80 % (Eckburg et al., 2005). L’utilisation d’outils d’écologie moléculaire de plus en plus 
pertinents pour l’étude du microbiote intestinal a permis d’améliorer notre connaissance de cet 
écosystème, à la fois au niveau de sa composition et de sa dynamique. Utilisées en association 















Le microbiote intestinal humain est composé d’un nombre et d’une diversité 
considérable de micro-organismes. Son abondance est 10 fois supérieure à celle des cellules 
constituant le corps humain (Savage, 1977) et d’après des estimations récentes il serait constitué 
de plus de 15 000 phylotypes différents (Frank et al., 2007). Ce microbiote est en constante 
interaction avec l’hôte et possède des activités métaboliques propres. De ce fait, il est considéré 
comme un véritable organe au sein de l’organisme (Nicholson et al., 2005). Il assure notamment 
des fonctions nécessaires au maintien de la santé de l’hôte, avec des rôles en particulier dans sa 
nutrition, dans le développement et la maturation du système immunitaire intestinal et dans le 
maintien de l’intégrité de l’épithélium intestinal.  
 
La densité et la diversité du microbiote intestinal humain atteint son maximum dans le 
côlon et notamment le côlon distal, où sont retrouvés approximativement 1012 micro-
organismes par gramme de contenu, majoritairement des bactéries. Chez un individu sur 2 ou 3, 
des Archaea méthanogènes sont retrouvées à des concentrations supérieures à 108 cellules par 
gramme de contenu (Conway de Macario & Macario, 2008). Seules deux Archaea méthanogènes 
ont été identifiées comme colonisant le côlon: Methanobrevibacter smithii (Miller & Wolin, 
1982, Miller et al., 1982) et Methanosphaera stadtmanae (Miller & Wolin, 1985), 
principalement par approches culturales. Cependant, les Archaea méthanogènes sont connues 
pour avoir une croissance lente et dépendante de nombreux cofacteurs. Elles sont donc 
difficilement cultivables et isolables. Une approche moléculaire, indépendante des techniques 
de culture classiques, apparaît donc comme indispensable à l’étude de la diversité de cette 










 La première partie de ce mémoire présente une étude bibliographique visant à décrire 
l’état des connaissances concernant i) la place des Archaea méthanogènes dans le monde du 
vivant, leurs particularités morphologiques, métaboliques et cellulaires ainsi que leur écologie 
(Chapitre I),  ii) la composition du microbiote intestinal humain et la place des Archaea 
méthanogènes au sein de ce dernier (Chapitre II), et enfin iii) les pathologies associées au 
microbiote intestinal humain et plus spécifiquement celles pour lesquelles le microbiote 
méthanogène serait impliqué (Chapitre III). 
 
La seconde partie présente dans un premier chapitre l’intérêt potentiel d’un test 
moléculaire de diagnostic in vitro (biopuce – métagénome) du microbiote intestinal humain, 
avec pour but la prévention, le diagnostic et/ou le suivi thérapeutique de pathologies, 
notamment digestives. Ce chapitre fait notamment un récapitulatif de l’ensemble des techniques 
de biologie moléculaire appliquées à l’écologie microbienne, raison pour laquelle cet aspect n’a 
pas fait l’objet d’un chapitre de la partie « Etude Bibliographique ». Le deuxième chapitre porte 
sur la mise en évidence, par analyse moléculaire du marqueur moléculaire mcrA, d’une espèce 
appartenant à un potentiel nouvel ordre d’Archaea méthanogènes colonisant le tractus digestif 
de l’homme. Enfin, un troisième chapitre vient compléter les données concernant la diversité 
des Archaea et notamment des Archaea méthanogènes colonisant le tractus digestif, notamment 
via l’étude de l’impact de l’âge sur la diversité et la distribution de ces micro-organismes au sein 
de cet écosystème.  
 
Après avoir discuté de l’ensemble des résultats obtenus à la lumière des connaissances 
actuelles et des limites des techniques utilisées, ce mémoire conclura sur les perspectives 



































Figure 1. Arbre phylogénétique représentant le domaine des Archaea basé sur l’analyse de 
la concaténation des séquences de 53 protéines ribosomales (Brochier-Armanet 
et al., 2008) 
 




Chapitre 1 : Les Archaea méthanogènes 
1.1.  Place des Archaea méthanogènes dans le monde du vivant 
1.1.1.  Emergence du domaine des Archaea 
 
Près de dix ans après les travaux de Zuckerland (1965), premiers à avoir considéré les 
molécules comme marqueurs de l’histoire évolutive, Woese et ses collaborateurs (Fox et al., 
1977, Woese & Fox, 1977) appliquèrent cette théorie à l’étude de la phylogénie bactérienne en 
utilisant comme marqueurs de l’évolution les ARN ribosomiques (ARNr), et notamment l’ARNr 
16S (pour les Procaryotes) et l’ARNr 18S (pour les Eucaryotes). Ces travaux ont conduit à une 
division du monde du vivant en trois domaines : Eucarya, Bacteria et Archaea (Fox et al., 1977, 
Woese & Fox, 1977, Woese, 1987, Woese et al., 1990). Les études menées par la suite 
(caractérisations cellulaires, biochimiques, génétiques et génomiques) ont confirmé ces résultats, 
établissant ainsi un troisième domaine, le domaine des Archaea (à titre d’exemple : Forterre & 
Philippe, 1999 Makarova et al., 1999, Wolf et al., 2001). D’après les données recueillies et 
compilées au sein du Bergey’s manual of systematic bacteriology (Boone & Castenholz, 2001), 
deux phyla majoritaires composent ce domaine : les Crenarchaeota et les Euryarchaeota. 
Actuellement, les Crenarchaeota renferment essentiellement des micro-organismes 
thermophiles et thermoacidophiles alors que les Euryarchaeota sont représentés par une plus 
grande variété de micro-organismes, incluant l’ensemble des méthanogènes, des halophiles 
extrêmes, des thermophiles et des thermoacidophiles (Boone & Castenholz, 2001). Un troisième 
phylum a récemment été proposé : les Thaumarchaeota. Ce nouveau phylum est constitué d’un 
groupe d’Archaea mésophiles précédemment rattaché aux Crenarchaeota. L’analyse récente du 
génome de Cenarchaeum symbiosum, premier membre à avoir été séquencé, a montré que ce 
groupe de micro-organismes formait en fait un troisième phylum au sein des Archaea (Brochier-
Armanet et al., 2008)(Figure 1).  
 
 
Tableau 1. Propriétés des groupes taxonomiques majeurs de méthanogènes (Adapté de Liu & Whitman 2008) 
 






Methanobacteriales Methanobacteriaceae Methanobacterium H2, (formate) 37-45 Fermenteurs anaérobies, sédiments d’eau douce, sols 
marécageux, rumen 
  Methanobrevibacter H2, formate 37-40 Tractus gastro-intestinal des animaux, fermenteurs anaérobies 
  Methanosphaerab H2 + méthanol 37 Tractus gastro-intestinal des animaux 
  Methanothermobacter H2, (formate) 55-65 Fermenteurs anaérobies 
 Methanothermaceae Methanothermus H2 80-88 Sources d’eaux chaudes 
Methanococcales Methanococcaceae Methanococcus H2, formate 35-40 Sédiments marins 
  Methanothermococcus H2, formate 60-65 Sédiments marins de zones géothermales 
 Methanocaldococcaceae Methanocaldococcus H2 80-85 Sédiments marins de zones géothermales 
  Methanotorris H2 88 Sédiments marins de zones géothermales 
Methanomicrobiales Methanomicrobiaceae Methanomicrobium H2, formate 40 Fermenteurs anaérobies, nappes phréatiques, rumen 
  Methanoculleus H2, formate 20-55 Fermenteurs anaérobies, sédiments marins, sédiments d’eau 
douce, gisements de pétrole, sources d’eau chaude 
  Methanofollis H2, formate 37-40 Fermenteurs anaérobies 
  Methanogenium H2, formate 15-57 Sédiments marins, sédiments d’eau douce, riz non décortiqué, 
tractus gastro-intestinal des animaux 
  Methanolacinia H2 40 Sédiments marins 
  Methanoplanus H2, formate 32-40 Gisements de pétrole 
 Methanospirillaceae Methanospirillum H2, formate 30-37 Fermenteurs anaérobies, sédiments marins 
 Methanocorpusculaceae Methanocorpusculum H2, formate 30-40 Fermenteurs anaérobies, sédiments d’eau douce 
  Methanocalculus H2, formate 30-40 Gisements de pétrole 
Methanosarcinales  Methanosarcinaceae Methanosarcina  (H2), MeNH2, 
Acetate 
35-60 Fermenteurs anaérobies, sédiments marins, sédiments d’eau 
douce, rumen 
  Methanococcoides  MeNH2 23-35 Sédiment marins 
  Methanohalobium MeNH2 40-55 Sédiments de systèmes Hypersalins 
  Methanohalophilus MeNH2 35-40 Sédiments de systèmes Hypersalins 
  Methanolobus MeNH2 37 Sédiments de systèmes Hypersalins 
  Methanomethylovorans MeNH2 20-50 Fermenteurs anaérobies, sédiments d’eau douce 
  Methanimicrococcus H2 + MeNH2 39 Tractus gastro-intestinales des animaux 
  Methanosalsum MeNH2 35-45 Sédiments de systèmes Hypersalins 
 Methanosaetaceae methanosaeta Acetate 35-60 Fermenteurs anaérobies, sédiments d’eau douce 
Methanopyrales Methanopyraceae Methanopyrus H2 98 Sédiments marins de zones géothermales  
 




1.1.2.  Phylogénie et classification des Archaea méthanogènes 
 
A ce jour les micro-organismes capables de réaliser la méthanogenèse font exclusivement 
partie du règne des Archaea et plus précisément des Euryarchaeota (Figure 1 p. 5). Ils sont 
représentés par cinq ordres distincts, respectivement les Methanobacteriales, les 
Methanococcales, les Methanomicrobiales, les Methanosarcinales et les Methanopyrales, et sont 
sous-divisés en 10 familles et 31 genres (Boone & Castenholz, 2001, Whitman, 2001). Le 
Tableau 1 répertorie certaines caractéristiques des principaux taxons méthanogènes.  
 
En se basant sur les analyses phylogénétiques de 53 protéines ribosomales, Bapteste et al. 
(2005) ont montré que les méthanogènes peuvent être divisés en deux groupes 
monophylétiques. Le premier groupe, ou Classe I des méthanogènes, renferme les 
Methanobacteriales, les Methanococcales, et les Methanopyrales. Le deuxième groupe, ou 
Classe II des méthanogènes, inclut les Methanomicrobiales et les Methanosarcinales bien que 
d’un point de vue métabolique, les Methanomicrobiales soient plus proches de la Classe I des 
méthanogènes que des Methanosarcinales (Bapteste et al., 2005, Cf 1.2.3. p. 9). Un autre type de 
classification a été proposé par Thauer et al. (2008) en fonction de la présence ou non de 
cytochrome : les Methanosarcinales étant les seules à présenter ces coenzymes, les 
Methanomicrobiales peuvent de ce fait être rattachées d’un point de vue physiologique aux 
méthanogènes de Classe I. Récemment, Anderson et ses collaborateurs (2009) ont, quant à eux, 
proposé une reclassification des méthanogènes en trois classes distinctes : la Classe I 
(Methanobacteriales, Methanococcales et Methanopyrales), la Classe II (Methanomicrobiales) et 
la Classe III (Methanosarcinales). Cette classification, qui repose sur l’analyse phylogénétique de 
sept protéines retrouvées chez tous les méthanogènes et impliquées dans la méthanogenèse et la 
synthèse de cofacteurs, indique que les Methanomicrobiales sont équidistants de la Classe I et de 









































Figure 2. Phylogénie des Archaea méthanogènes déduite de l’analyse de 53 protéines 


















1.1.3.  Apports moléculaires aux données culturales 
 
L’émergence des techniques de biologie moléculaire pour l’étude des écosystèmes 
microbiens a mis en évidence une diversité bien plus élevée que celle mise en évidence par les 
techniques culturales. Comme évoqué en avant-propos, plusieurs auteurs s’accordent à dire que 
seuls 1 à 10 % des cellules observées au microscope, à partir d’un échantillon microbien 
complexe, seraient cultivables par les méthodes de culture traditionnelle. Ceci est d’autant plus 
vrai pour les Archaea méthanogènes en raison de leur nature strictement anaérobie et de leur 
croissance lente.  
 
La cible moléculaire la plus souvent utilisée pour l’étude de la diversité microbienne est 
l’ARNr 16S et son gène (souvent noté ssu rDNA ou 16S rDNA). Le choix s’est porté sur ce 
marqueur pour plusieurs raisons (Pace et al., 1985, Ludwig & Schleifer, 1994, Ludwig et al., 
1998) :  
- Sa présence est universelle et sa fonction est la même chez tous les organismes. 
- Sa séquence est une alternance de domaines dont les vitesses d’évolution varient, 
permettant de comparer des espèces très proches sur des domaines hypervariables et 
des espèces très éloignées sur des domaines très conservés. 
- Il est relativement facile à isoler en raison de son abondance dans les cellules. 
- Il est préféré au 5S et au 23S en raison de sa taille moyenne et de sa structure 
secondaire moins marquée. Sa séquence est suffisamment longue pour réaliser des 
comparaisons statistiquement cohérentes. 
 
Cependant, l’identification de méthanogènes sur la base de l’ARNr 16S (ou de son gène) 
est limitée car les méthanogènes ne sont pas monophylétiques (Bapteste et al., 2005) ; au 
contraire, des groupes de micro-organismes non-méthanogènes tels que les Archaeoglobales, les 
Thermoplasmatales et les Halobacteriales viennent s’intercaler entre les différents groupes de 
méthanogènes (Figure 2). De ce fait, les analyses de l’ARNr 16S (ou de son gène) visant l’étude 
de la diversité des Archaea méthanogènes sont souvent associées à celles d’autres marqueurs : le 
marqueur le plus souvent utilisé est le marqueur moléculaire métabolique mcrA, cistron codant 
pour la sous-unité α de la méthyle-coenzyme M reductase (MCR, EC 2.8.4.1). Ce marqueur 











méthanogenèse et en est spécifique. Cet enzyme se présente sous deux isoformes distinctes, 
MCR I (codée par l’opéron mcr) et MCR II (codée par l’opéron mrt). Alors que l’opéron mcr est 
retrouvé chez l’ensemble des méthanogènes, à l’exception de Methanosphaera stadtmanae 
(Fricke et al., 2006), mrt n’est retrouvé que chez les Methanococcales et les Methanobacteriales 
(Lueders et al., 2001). Notons cependant que les Archaea réalisant l’oxydation anaérobie du 
méthane (AMO), et soupçonnées d’inverser plusieurs étapes de la méthanogenèse au cours de 
leur métabolisme, présentent également l’opéron mcr au sein de leur génome (Hallam et al., 
2003). Enfin, les phylogénies mcrA sont similaires aux phylogénies d’ADNr 16S. Ceci sous-
entend que le cistron mcrA n’est pas sujet à transfert latéral et peut donc être utilisé comme 
marqueur phylogénétique des Archaea méthanogènes (Luton et al., 2002).  
 
 Suite à l’isolement et à la caractérisation de micro-organismes au sein de chacun d'entre 
eux, cinq ordres méthanogènes sont actuellement reconnus (Cf 1.1.2. p. 6). Chacun de ces 
ordres s’est agrémenté d’un nombre important de nouveaux phylotypes, issus des données 
moléculaires obtenues lors d’études de diversité microbienne ; parfois même, ces apports 
permettent de suspecter de potentiels nouveaux ordres méthanogènes s’intercalant entre les 
différents ordres décrits. C’est le cas par exemple du « FEN cluster », mis en évidence dans les 
tourbières de Finlande (Galand et al., 2002), et du « Rice Cluster I ». Dans ce dernier cas, un 
membre a été récemment isolé et caractérisé (Sakai et al., 2007).  
 
 
1.2.  Particularités morphologiques, cellulaires et métaboliques des Archaea 
méthanogènes 
1.2.1.  Morphologie 
 
Tout comme les bactéries, les Archaea méthanogènes sont des procaryotes unicellulaires 
qui se présentent sous une grande diversité de formes : coques réguliers, irréguliers, spirilles, 
bacilles plus ou moins allongés. Leurs cellules présentent également les modes de regroupement 
classiquement retrouvés en microbiologie : isolées, par paire, regroupées en chaînettes plus ou 













Glycérophopholipides de la membrane des Archaea
Glycérophopholipides de la membrane des bactéries et des Eucaryotes 
1 : Isoprénols
2 : Liaison éther
3 : L-glycérol 
4 : Groupement phosphate
5 : Acides gras
6 : Liaison ester 
7 : D-glycérol 
8 : Groupement phosphate
 
Figure 3. Différences dans la structure des glycérolipides constituant la membrane des Archaea et 























plusieurs espèces de Methanosarcinales et de Methanosaeta contiennent des vacuoles de gaz. 
Enfin, la coloration de Gram peut être positive ou négative, même au sein d’un même genre 
(Garcia et al., 2000). 
 
 
1.2.2.  Constitution des enveloppes cellulaires 
 
La caractéristique majeure des Archaea est la nature de leur membrane cellulaire ( Figure 
3, Koga et al., 1993). Les glycérolipides de la membrane cellulaire des Eucaryotes et des 
Bactéries sont constitués d’esters de glycérol et d’acide gras. Chez les Archaea, la membrane est 
constituée d’une association de glycérol et d’alcools à longues chaînes carbonées branchées (un 
groupement méthyle tous les 5 atomes de carbone) : des isoprénols. L’association des 
groupements alcools du glycérol avec ceux de l’isoprénol s’établit grâce à des liaisons éther qui 
sont plus stables à haute température que les liaisons ester (Forterre, 2007). De plus, alors que la 
membrane cellulaire des bactéries et des Eucaryotes est constituée de D-glycérol, celle des 
Archaea est formée de L-glycérol (Forterre et al., 2002). Au-delà d’une simple différence de 
conformation, ceci implique un appareillage enzymatique spécifique.  
 
 Les Archaea se caractérisent également par l’absence de muréine (ou peptidoglycane) au 
sein de leur paroi cellulaire. Elles présentent de la pseudo-muréine ou des sous-unités 
protéiques selon l’ordre considéré, ce qui leur confère une résistance aux antibiotiques 
interférant dans la synthèse du peptidoglycane comme notamment la pénicilline, la cyclosérine 
et la valinomycine. Ces propriétés de résistance aux antibiotiques sont souvent utilisées pour 
l’isolement de ces micro-organismes (Garcia et al., 2000). 
 
 
1.2.3.  Métabolisme 
 
Tous les méthanogènes sont des Archaea anaérobies strictes qui obtiennent la totalité ou 
la majorité de leur énergie à partir de la méthanogenèse et qui produisent donc du méthane 




ΔG°’ a  
Organismes 
(kJ/mol CH4)  
I. Type CO2     
4 H2 + CO2 → CH4 + 2 H2O -135 La plupart des méthanogènes 
 





CO2 + 4 isopropanol → CH4 + 4 acétone + 2 H2O -37 Quelques hydrogénotrophes 
4 CO + 2 H20 → CH4 + 3 CO2 -196 Methanothermobacter et Methanosarcina 
II. Composés méthylés en C1   
4 CH3OH → 3 CH4 + CO2 + 2 H20 -105 Methanosarcina et autres méthylotrophes 
CH3OH + H2 → CH4 + H20 -113 Methanomicrococcus blatticola et Methanosphaera 
2 (CH3)2S + 2 H20 → 3 CH4 + CO2 + 2 H2S -49 Quelques méthylotrophes  




2 (CH3)2NH + 2 H20 → 3 CH4 + CO2 + 2 NH3 -73 Quelques méthylotrophes 
4 (CH3)3N + 6 H2O → 9 CH4 + 3 CO2 + 4 NH3 -74 Quelques méthylotrophes 
4 CH3NH3Cl + 2 H2O → 3 CH4 + CO2 + 4 NH4Cl -74 Quelques méthylotrophes 
III. Acétate   
CH3COOH → CH4 + CO2 -33 Methanosarcina et Methanosaeta 
 
 




comme produit terminal de leur respiration anaérobie  
 
Les substrats carbonés utilisés sont limités à trois types : le dioxyde de carbone (CO2), les 
composés méthylés et l’acétate (Tableau 2), ce qui permet de distinguer 3 voies métaboliques de 
méthanogenèse (Figure 4 p. 11). Il est donc à noter que les Archaea méthanogènes sont 
incapables d’utiliser directement les substrats naturellement les plus abondants dans 
l’environnement tels que les hydrates de carbone, les acides gras à longue chaine et les alcools et 
se retrouvent donc dépendants de l’activité métabolique d’autres organismes.  
 
1.2.3.1.  Voie hydrogénotrophe 
 
La majorité des Archaea méthanogènes sont des hydrogénotrophes (Tableau 2, type I). 
Sur les cinq ordres méthanogènes décrits, quatre renferment exclusivement des micro-
organismes hydrogénotrophes : les Methanobacteriales, les Methanococcales, les 
Methanomicrobiales et les Methanopyrales (respectivement les ordres 1, 2, 3 et 5). Ces derniers 
réduisent le CO2 en méthane en utilisant le H2 comme donneur d’électrons. Cette voie est 
composée de sept étapes biochimiques centrales (Figure 4 p. 11) faisant intervenir plusieurs 
coenzymes spécifiques : méthanofurane, tetrahydrométhanoptérine et coenzyme M.  
 
Le formate peut également être converti en méthane au travers de cette voie. Dans ce 
cas, quatre molécules de formate sont oxydées pour donner une molécule de CO2 par le biais de 
la formate déshydrogénase. De plus, quelques Archaea méthanogènes hydrogénotrophes 
peuvent utiliser des alcools secondaires, tels que le 2-propanol, le 2-butanol et le cyclopentanol 
comme donneur d’électrons. Un petit nombre peut également utiliser l’éthanol (Widdel, 1986, 
Bleicher et al., 1989). L’utilisation directe de ces substrats carbonés constitue l’exception à la 
règle stipulant que ces micro-organismes ne peuvent pas métaboliser directement les composés 
organiques. Enfin, deux espèces, Methanothermobacter thermoautotrophicus (Ordre 1) et 
Methanosarcina barkeri (Ordre 4), ont montré qu’elles pouvaient utiliser le CO comme agent 
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W-containing formyl-MF dehydrogenase ( fwdHFGDACB)
Mo-containing formyl-MF dehydrogenase ( fmdECB)
formyl-MF:H
4
MPT formyltransferase dehydrogenase ( ftr)
methenyl-H
4










MPT dehydrogenase ( hmd)
methylene-H
4
MPT reductase ( mer)
methyl-H
4
MPT methyltransferase ( mtrEDCBAFGH )
Methyl coenzyme M reductase I ( mcrBDCGA)
Methyl coenzyme M reductase II ( mrtBDGA)
 
 




1.2.3.2.  Voie méthylotrophe 
 
Les méthanogènes capables d’utiliser les composés méthylés, ou méthylotrophes 
(Tableau 2 p. 10, type II), font exclusivement partie de l’ordre des Methanosarcinales (Ordre 4), 
à l’exception néanmoins des Methanobacteriales hydrogénotrophes du genre Methanosphaera 
(Ordre 1). On peut également noter que la croissance de Methanomicrococcus blatticola et des 
Methanosphaera (Ordre 1) est décrite comme dépendante de l’H2 (Sprenger et al., 2007, Miller 
& Wolin, 1985), ce qui en fait des micro-organismes méthylotrophes et hydrogénotrophes 
obligatoires spécialisés dans la réduction des groupements méthyles par l’H2. 
 
 Cette voie peut être réalisée à partir de composés porteurs d’un ou de plusieurs 
groupement(s) méthyle(s) : le méthanol, les méthylamines (monométhylamine, diméthylamine, 
triméthylamine et tetraméthylammonium) et les sulfures de méthyle (méthanethiol et 
diméthylsulfure) (Figure 4). Parmi les différentes variantes de cette voie, la plus étudiée est celle 
réalisée à partir de composés à un carbone, tels que les monométhylamines et le méthanol. Un 
composé à un carbone est oxydé (en remontant la voie hydrogénotrophe à partir du methyl-
CoM jusqu’au CO2) de manière à fournir les électrons nécessaires à la réduction en méthane de 
trois autres groupements méthylés (Liu & Whitman, 2008).  
 
1.2.3.3.  Voie acétotrophe (ou acétoclastique) 
 
 Deux tiers du méthane produit dans les environnements aquatiques et les sols l’est à 
partir d’acétate, et paradoxalement, seuls deux genres (Ordre 4) sont connus comme utilisant 
l’acétate pour la méthanogenèse : Methanosarcina et Methanosaeta. Dans cette voie 
métabolique, l’acétate est scindé en un groupement méthyle et un CO, ce dernier étant par la 
suite oxydé en CO2. Le groupement méthyle est, quant à lui, lié à la méthanoptérine avant d’être 
réduit en CH4 suivant des réactions homologues à celles des deux dernières étapes de la voie 
hydrogénotrophe (Figure 4). 
 
En règle générale, les Methanosarcinales utilisent préférentiellement le méthanol et les 
méthylamines par rapport à l’acétate. De nombreuses espèces utilisent également l’H2. Les 
Tableau 3. Sources d’émission de méthane (Adapté de Liu & Whitman 2008) 
Emission de méthane  




Sources naturelles   
Marécages 92-237 15-40 
Termites 20 3 
Océan 10-15 2-3 
Hydrates de méthane 5-10 1-2 
Sous-total 127-282 21-47 
Sources anthropogéniques   
Ruminants 80-115 13-19 
Production d’énergie b 75-110 13-18 
Agriculture du riz 25-100 7-17 




Traitement des déchets 14-25 2-4 
Sous-total 267-478 45-80 
Total des sources 500-600  
 
a Estimation de la contribution relative de chaque source d’émission de méthane 
comparativement à l’émission globale de 600 tonnes de CH4 par an. 












Methanosaeta n’utilisent que l’acétate, et ce jusqu’à des concentrations très basses allant de 5 à 
20 μM. Les espèces du genre Methanosarcina, quant à elles, ont besoin d’une concentration 
minimale de 1 mM (Jetten et al., 1992). Cette affinité particulière pour l’acétate est 
certainement due à des différences dans les premières étapes du métabolisme de l’acétate : les 
Methanosarcina ont un acétate kinase-phosphotransacetylase (activation de l’acétate en acétyl 
CoA) présentant une faible affinité pour l’acétate, alors que les Methanosaeta utilisent une 
adénosine monophosphate synthetase (AMP-synthétase) présentant une affinité élevée pour 
l’acétate (Jetten et al., 1992, Smith & Ingram-Smith, 2007). 
 
 
1.3.  Ecologie des Archaea méthanogènes 
 
On estime que le méthane atmosphérique a augmenté de 160 % des années 1850 à nos 
jours (Megonigal & Guenther, 2008). Si l’on se réfère aux données publiées par Liu & Whitman  
(2008), 45 à 80 % des émissions de méthane au niveau mondial seraient liées à l’activité 
humaine contre 21 à 47 % liées aux sources naturelles (Tableau 3). Le méthane étant un gaz à 
effet de serre plus puissant que le CO2  et un composé à valeur énergétique élevée (816 kJ/mol 
libérable par combustion), l’intérêt pour l’écologie des Archaea méthanogènes a grandi tout au 
long de ces dernières années (Megonigal & Guenther, 2008).  
 
1.3.1.  Distribution des Archaea méthanogènes dans l’environnement 
 
Les Archaea méthanogènes sont largement distribuées dans la nature, mais leur 
croissance n’étant possible qu’à des potentiels d’oxydoréductions très bas, de l’ordre de -0,3 V 
(Zinder, 1993), elles restent confinées à des environnements strictement anaérobies. Tout 
comme les Archaea de manière générale, elles colonisent une variété considérable 
d’environnements. On les retrouve à des températures allant de 0 à plus de 100°C et les 
organismes varient donc de psychrophiles à hyperthermophiles. Les Archaea méthanogènes 
sont également retrouvées à des concentrations de NaCl et à des valeurs de pH allant de 















Figure 5. Diagramme schématique des trois chaînes trophiques conduisant à la 

























































D’après Garcia et al. (2000), on retrouve les méthanogènes dans trois types 
d’environnements et les chaînes trophiques menant à la production de méthane sont différentes 
selon chaque type (Figure 5). Ces trois types d’environnements sont les suivants :  
 
- Les environnements aquatiques et les sols de type marécages, tourbières et rizières. 
Dans ces habitats, environ un tiers du méthane est produit par le biais de la voie 
hydrogénotrophe et les deux tiers restant le sont par la voie acétoclastique (Zinder, 
1993, Liesack et al., 2000, Figure 5a).  
 
- Les environnements tels que les zones géothermales terrestres ou marines (comme 
par exemple les sources hydrothermales de la dorsale médio-océanique du pacifique). 
Dans ces environnements, le méthane est produit en l’absence de matière organique, 
à partir de l’hydrogène issu de procédés géologiques (Figure 5b). Les Archaea 
méthanogènes que l’on y retrouve sont des espèces hydrogénotrophes thermophiles 
et hyperthermophiles. A titre d’exemple, on peut citer Methanopyrus kandleri dont 
la température optimale de croissance est de 98°C et qui vit à 2000 m de profondeur à 
la base des « fumeurs noirs » présents au niveau de la dorsale sous-marine du golf de 
Californie (Huber et al., 1989). 
 
- Le tractus digestif de nombreux animaux et insectes. Dans ces environnements, la 
méthanogenèse se fait majoritairement à partir d’H2 et de CO2. Les prochains 
paragraphes seront consacrés de manière plus détaillée à ce type d’environnement, et 
plus particulièrement au tube digestif de l’homme (Figure 5c). 
 
 
1.3.2.  Microbiote méthanogène et écosystèmes digestifs 
 
Dans la plupart des environnements digestifs, les espèces d’Archaea méthanogènes 
majoritairement retrouvées appartiennent au genre Methanobrevibacter (Ordre 1, 
hydrogénotrophe (Garcia et al., 2000). Un petit nombre d’espèces appartenant aux genres 
Methanobacterium (ordre 1), Methanosphaera (ordre 1), Methanomicrobium (ordre 3), 
  
 




Methanogenium (ordre 3) et Methanosarcina (ordre 4) ont également été isolées (Chaban et 
al., 2006). Les ruminants et les termites, représentant respectivement 13-18 % et 3 % des 
émissions terrestres de méthane, sont les principales sources animales d’émission de méthane.  
 
1.3.2.1.  Ruminants 
 
Les ruminants incluent les Bovidés, les Ovidés, les Cervidés, les Giraffidés et les 
Antilocarpidés. L’essentiel des connaissances provient cependant d’études menées sur les bovins 
et les ovins. Dans le rumen, la taille de la communauté des Archaea atteint généralement de 108 
à 1010 cellules par gramme de contenu ruminal. Les Archaea occupent différentes localisations 
de cet environnement : on les retrouve dans la phase liquide du contenu digestif (beaucoup sont 
fixées sur les protozoaires ciliés ou sur les particules alimentaires) ainsi que sur l’épithélium 
ruminal (Fonty & Chaucheyras-Durand, 2007).  
 
Dans ces écosystèmes, l’acétate est rapidement absorbé par l’hôte. De ce fait, bien que des 
Archaea méthanogènes capables d’utiliser l’acétate soient présentes, le méthane est 
principalement produit à partir d’H2 et de CO2, voire de formate (Garcia et al., 2000).  
 
Sur la base de la fréquence de son isolement et des analyses moléculaires, 
Methanobacterium ruminantium (Ordre 1, hydrogénotrophe) a longtemps été considérée 
comme la principale Archaea méthanogène colonisant le rumen des bovins (Sharp et al., 1998, 
Whitford et al., 2001, Shin et al., 2004). Cependant, Methanomicrobium mobile (Ordre 3, 
hydrogénotrophe) est parfois retrouvée à des concentrations similaires à celle de M. 
ruminantium (Paynter & Hungate, 1968, Jarvis et al., 2000). Methanobacterium formicicum, 
Methanogenium oleantangyi (Ordre 1, hydrogénotrophes) et Methanosarcina barkeri (Ordre 4, 
acétotrophe et methylotrophe) ont également été décrites comme colonisant le rumen des 
bovins en pâturage (Jarvis et al., 2000). Methanobrevibacter milleriae et Methanobrevibacter 
olleyae ont aussi été plus récemment isolées à partir du rumen à la fois de bovins et d’ovins (Rea 
et al., 2007). Chez ces derniers, les espèces des genres Methanobrevibacter et 
Methanomicrobium sont les espèces les plus abondantes (Lin et al., 1997, Yanagita et al., 2000, 
 




Skillman et al., 2004). Les études précédentes ont montré que Methanomicrobium mobile est 
l’Archaea méthanogène prédominants dans le rumen des ovins (Lin et al., 1997, Yanagita et al., 
2000). Les données de FISH obtenues par Yanagita et al. (2000) ont montré que la flore 
méthanogène représentait 3,6 % du microbiote ruminal total chez les ovins, et qu’environ 54 % 
des méthanogènes correspondaient à Methanomicrobium mobile. De plus, d’autres espèces sont 
également trouvées de façon plus aléatoire : ainsi, une souche de Methanosarcina a été isolée à 
partir des fécès de chèvre (Mukhopadhay et al., 1991).  
 
Enfin, une étude menée par Tajima et al. (2001) a mis en évidence la présence de 
séquences d’ADNr 16S ne pouvant être rattachées phylogénétiquement à aucun des cinq ordres 
d’Archaea méthanogènes. Ces séquences s’affilient au groupe des Thermoplasmatales, l’un des 
phylum s’intercalant entre les différents groupes de méthanogènes (Cf 1.1.3. p. 7 - Figure 2). 
Des résultats identiques ont été obtenus chez différents bovins et ovins dans plusieurs études, 
notamment chez le mouton (Wright et al., 2004, Wright et al., 2006) et chez la vache (Wright 
et al., 2007). Shin et al. (2004) ont aussi mis en évidence la présence de séquences ADNr 16S 
s’affiliant au Crenarchaeota dans le rumen bovin.  
 
1.3.2.2.  Animaux monogastriques 
 
A la différence des ruminants, la fermentation chez les animaux monogastriques est 
essentiellement localisée au niveau du cæcum et/ou du côlon. Ces parties du tractus gastro-
intestinal reçoivent les composants alimentaires n’ayant été ni digérés ni absorbés dans les 
parties hautes du tractus. Chez le poulet, les équidés et les rongeurs, la fermentation se produit 
majoritairement au niveau du cæcum, très développé chez ces animaux. Chez les autres 
monogastriques où cet appendice est beaucoup plus petit (tel le porc), la fermentation a lieu 
majoritairement au niveau du côlon (Fonty & Chaucheyras-Durand, 2007).  
 
La diversité des méthanogènes chez les non-ruminants est apparemment plus faible que 
celle observée chez les ruminants. Les espèces retrouvées font majoritairement partie du genre 









Figure 6. Répartition des différents ordres d’Archaea méthanogènes et des 
Thermoplasmatales dans le tractus digestif de Cubitermes orthognathus 




nmol h-1 section-1M P1 P3/4a P4b











1998), le porc (Miller & Wolin, 1986), le rat (Maczulac 1989), l’oie (Lin & Miller, 1998) que 
chez l’homme (Miller et al., 1982). Par contre chez le lapin, la seule espèce ayant été décrite à ce 
jour est Methanosphaera cuniculi (ordre 1, Biavati et al., 1988). 
1.3.2.3.  Cas particulier des termites 
 
Des Archaea méthanogènes ont été retrouvées dans le tractus digestif de divers 
arthropodes telles des espèces de millepattes, blattes, scarabées et termites (Hackstein & Stumm, 
1994, Sprenger et al., 2000). Les termites, très abondants dans la nature, en particulier dans les 
régions tropicales, représentent à eux seuls 3 % de l’émission terrestre de méthane et revêtent 
donc un intérêt écologique particulier. Les Archaea méthanogènes leur sont associées via 
l’épithélium intestinal ou via des Protozoaires flagellés avec lesquels elles vivent en symbiose à 
l’intérieur du tube digestif (Fonty & Chaucheyras-Durand, 2007). Les deux ordres dominants 
sont d’une part celui des Methanobacteriales, avec comme principales espèces 
Methanobrevibacter filiformis, Methanobrevibacter curvatus, Methanobrevibacter cuticularis, 
Methanobrevibacter arboriphilicus, et Methanobacterium bryantii, et d’autre part, celui des 
Methanosarcinales (Leadbetter & Breznak, 1996, Brauman et al., 2001). 
 
Les termites se distinguent entre eux par la nature de leur régime alimentaire et par la 
structure de leur appareil digestif. Il est intéressant de noter que les termites xylophages 
(consommateurs de bois) sont pourvus d’un intestin relativement simple et sont donc considérés 
comme primitifs (Fonty & Chaucheyras-Durand, 2007). Les termites humivores 
(consommateurs d’humus) sont pourvus d’un intestin plus complexe, séparé en plusieurs 
compartiments (Figure 6) : ils sont les plus abondants et constituent un groupe de macro-
invertébrés écologiquement très important.  
La structure et la diversité des conditions physicochimiques retrouvées au sein de 
l’intestin complexe des termites humivores en font un modèle d’étude intéressant. Une étude 
menée sur Cubitermes orthognathus a mis en évidence la distribution axiale des Archaea 
méthanogènes en fonction des conditions physicochimiques retrouvées tout au long du tractus 
digestif de cette espèce (Figure 6). Ainsi, alors que la partie antérieure du tractus (P1) est 
colonisée par des Methanosarcinales, les sections suivantes hébergent des Methanobacteriales 
 




(majoritairement du genre Methanobrevibacter) et des Methanomicrobiales (sections P3 et 4a et 
4b) (Figure 6 p. 16). Des séquences s’affiliant aux Thermoplasmatales ont également été 
retrouvées au niveau de la section la plus distale, section P5 (Frieditch et al., 2001). Une 
nouvelle espèce d’Archaea haloalcaliphile appartenant aux Halobacteriales, Natronococcus 






Les micro-organismes méthanogènes sont des procaryotes anaérobies stricts faisant 
exclusivement partie du domaine des Archaea. Leur métabolisme énergétique passe par 
l’utilisation de trois types de composés carbonés simples : le CO2, les composés méthylés et 
l’acétate. Ils sont donc, pour la plupart, incapables d’utiliser directement les substrats 
énergétiques présents dans leur environnement (hydrates de carbone, acides gras à longue 
chaine et alcools) et sont donc dépendants de l’activité d’autres micro-organismes.  
Tout comme les bactéries, ils sont très divers morphologiquement et sont largement distribués 
dans la nature. Outre leur particularité à coloniser les environnements les plus extrêmes, ils sont 
également retrouvés dans le tractus digestif de nombreux animaux, où ce sont majoritairement 
des méthanogènes hydrogénotrophes. Du fait de leur importance écologique, les Archaea 
méthanogènes des ruminants et des termites font l’objet de nombreuses études. Celles qui 
colonisent le tractus digestif de l’homme seront décrites dans le prochain chapitre.  
 
 




Chapitre 2 :  Microbiote intestinal humain et rôle des Archaea 
méthanogènes 
2.1.  Microbiote intestinal humain 
2.1.1.  Installation du microbiote intestinal 
 
Le tractus gastro-intestinal du fœtus est stérile. Celui du nouveau-né est rapidement 
colonisé dès les premiers instants de vie extra-utérine. Il s’agit d’un environnement 
particulièrement permissif en l’absence des mécanismes immunitaires sophistiqués de l’adulte : 
une succession d’espèces prend alors possession de l’intestin, avec en premier lieu, lors d’une 
naissance par voie basse, les bactéries anaérobies. Néanmoins, ces dernières ne pourront 
s’implanter définitivement que lorsque les bactéries anaérobies facultatives auront consommé 
l’oxygène présent. Cette colonisation est fonction de plusieurs facteurs exogènes, tels que 
l’exposition aux micro-organismes d’origine maternelle (fécaux, vaginaux, cutanés et issus de la 
lactation) et environnementale, l’alimentation, les antibiothérapies éventuelles et le mode 
d’alimentation (allaitement au sein ou au biberon). Différents facteurs endogènes, sécrétions du 
tube digestif et produits des premiers micro-organismes colonisateurs du biotope, interfèrent 
également dans le processus de colonisation (Corthier, 2007). L’importance des variations inter- 
et intra-individuelles au cours de la première année de vie a été soulignée par Palmer et al. 
(2007) lors d’une étude moléculaire du microbiote réalisé sur 14 nouveau-nés. Dès la fin de la 
première année de vie, le microbiote de chaque bébé, bien que toujours distinct, converge vers 
le profil caractéristique du microbiote des adultes à savoir majoritairement composé de 
Bacteroides et de Firmicutes (Palmer et al., 2007). Cette même étude montre que la colonisation 
du microbiote des bébés par des micro-organismes issus du lait maternel ou des sécrétions 
vaginales de la mère ne se fait que de manière occasionnelle et ponctuelle durant les premiers 
mois de vie. Ceci souligne le caractère opportuniste de cette colonisation qui ne serait possible 
que grâce au caractère permissif du tractus digestif des nouveau-nés. En résumé, la première 
année de vie se caractériserait par une variabilité très importante du microbiote, non seulement 













Figure 7. Anatomie du tractus gastro-intestinal de l’homme 
 
Tableau 4. Dimension approximatives du tractus gastro-intestinal, temps de transit, pH et 
abondance du microbiote (D’après Justesen et al., 1984 ; Moore et Holdman 





Temps de transit, h pH 
Abondance du 
microbiote (cellules/g) 




3-5 6,5 à 7,5 
107-108
Cæcum 6 - 
Colon ascendant 10 - 15 5,4 à 5,9 
Colon transverse 50 6,2 
Colon descendant 25 6,6 à 6,9 

























période de « chaos » il y aura une certaine stabilisation du microbiote (Palmer et al., 2007). Il a 
notamment été montré, via la mesure de la production d’acides gras à chaine courte (AGCC) 
chez 30 bébés, que le microbiote est stable dès l’âge de deux ans (Midtvedt & Midtvedt, 1992).  
 
 
2.1.2.  Diversité et distribution du microbiote gastro-intestinal de l’adulte 
 
Chez l’adulte, la masse microbienne totale du tractus gastro-intestinal (GI) de l’homme 
est estimée à 1,5 kg (Xu & Gordon, 2003), ce qui représente à peu près 30 % du volume total du 
contenu intestinal (Moore & Holdman, 1974). Ce tube digestif est divisé en plusieurs segments 
présentant des conditions physicochimiques différentes qui conditionnent la diversité et 
l’abondance des micro-organismes le colonisant (Figure 7 et Tableau 4).  
 
2.1.2.1.  Diversité et distribution longitudinale du microbiote gastro-intestinal 
 
L’estomac héberge très peu de bactéries endogènes car la plupart des micro-organismes 
ingérés ne résistent pas à l’acidité extrême (pH≈2) régnant au sein de l’estomac et sont détruits 
avant même d’atteindre le duodénum. Une étude sur la base de l’analyse des séquences d’ARNr 
16S de 23 biopsies gastriques endoscopiques a cependant révélé la présence de 128 phylotypes 
bactériens différents (Bik et al., 2006). Environ 70 % des phylotypes étaient constitués de 
séquences retrouvées dans la cavité orale. Des séquences correspondant à des phylotypes 
s’affiliant au phylum Deinococcobacteria, jusqu’alors uniquement connu pour coloniser des 
environnements extrêmes, ont également été retrouvées. Helicobacter pylori a été retrouvé 
chez 19 des 23 sujets.  
 
Bien que les conditions soient moins extrêmes au sein de l’intestin grêle (pH variant de 
6,5 à 7,5), ses premiers segments (duodénum et jéjunum) sont pauvres en bactéries. Le 
péristaltisme intestinal est particulièrement important à ce niveau puis diminue tout au long de 
l’intestin grêle. Ceci semble empêcher le maintien des bactéries en grand nombre. Ainsi, 104 
bactéries par mL sont retrouvées au niveau de la lumière dans le duodénum contre 10 000 fois 
  
 














plus dans l’iléon (≈108 bactéries par mL, Tableau 4 p. 19). La plupart des micro-organismes 
retrouvés sont anaérobies facultatifs : entérobactéries et streptocoques. Enfin, au niveau de la 
partie terminale de l’intestin grêle, le potentiel d’oxydoréduction devient de plus en plus bas 
menant à une augmentation des populations anaérobies strictes (Hayashi et al., 2005). La densité 
et la diversité du microbiote atteint son maximum dans le côlon et notamment le côlon distal où 
sont retrouvées approximativement 1012 bactéries par gramme de contenu (Savage, 1977). Ceci 
en fait l’écosystème le plus densément peuplé (Whitman et al., 1998).  
 
Si l’on considère le microbiote intestinal dans sa globalité, les approches par méthodes 
culturales ont mis en évidence de l’ordre de 400 à 500 espèces microbiennes et n’ont donné 
qu’une vision restreinte de la diversité du microbiote intestinal humain (Savage, 1977, Moore & 
Holdman, 1974). Ces dernières années, l’application des techniques moléculaires à l’analyse du 
microbiote intestinal, a modifié ces données. Trois études majeures utilisant un séquençage et 
une analyse de masse du gène codant pour l’ARNr 16S et réalisées à partir de biopsies prélevées 
au niveau de l’intestin grêle ou à partir de selles, ont permis l’analyse de la diversité du 
microbiote intestinal humain (Eckburg et al., 2005, Ley et al., 2005, Ley et al., 2006, Frank et al., 
2007). Frank et al. (2007) ont réalisé l’analyse de l’ensemble des séquences bactériennes d’ARNr 
16S, issues de ces trois études, à savoir plus de 45 000. Ceci leur a permis de montrer que le 
microbiote intestinal humain était constitué d’au moins 1 800 genres bactériens et d’environ 
15 000 espèces, le tout en établissant les notions de genres et d’espèces bactériens à une identité 
de séquence supérieure ou égale à 90 % et à 97 % respectivement. Bien que le microbiote 
intestinal soit spécifique de chaque individu, il apparaît, d’après ces études que 98 % des 
phylotypes appartiennent à seulement quatre phyla bactériens : Firmicutes (64 %), 
Bacteroidetes (23 %), Proteobacteria (8 %) et Actinobacteria (3 %) (Figure 8, Frank et al., 2007). 
 
2.1.2.2.  Distribution transversale du microbiote colique 
 
Pour des raisons techniques, le microbiote colique a été majoritairement étudié à partir de 
selles. Or, même si une grande partie du microbiote est fixée aux particules alimentaires en 













épithéliales : des études moléculaires montrent que pour un individu donné, les profils 
bactériens de biopsies obtenus à différents niveaux coliques sont similaires entre eux, mais sont 
en revanche différents de ceux d’origine fécale (Zoetendal et al., 2002, Lepage et al., 2005). Ceci 
met en évidence une répartition transversale de la microflore colique. Le séquençage 
systématique du marqueur ribosomal 16S a été réalisé sur des banques d’ADN provenant de 
biopsies de différents sites coliques (cæcum, côlon ascendant, côlon transverse, côlon 
descendant, côlon sigmoïde et rectum) de trois adultes sains (Eckburg et al., 2005). Cette étude, 
réalisée sur un total de 13 355 séquences d’ADNr 16S, a révélé une remarquable constance dans 
les espèces microbiennes associées à la muqueuse colique, et ce, quelle que soit la localisation 
longitudinale. Ainsi, la paroi intestinale et la couche de mucus permettraient le maintien de 
conditions plus stables. 
 
2.1.2.3.  Particularités mises en évidence dans la composition du microbiote colique  
 
Bien qu’il soit reconnu que le microbiote colique est majoritairement composé de 
bactéries, de l’ordre de 1 200 virus sont aussi retrouvés dans la matière fécale (Breitbart et al., 
2003). Ils n’ont aucune activité métabolique « per se », mais sont susceptibles d’altérer la 
composition du microbiote et, de ce fait, pourraient avoir une action indirecte sur cet 
écosystème. Les deux autres domaines du vivant sont également représentés par quelques 
espèces. Ainsi, le règne des Eucaryotes est de nature fongique, avec Blastocystis et d’autres 
levures telles que des Candida (Scanlan et al., 2008). Celui des Archaea se limiterait à deux 
méthanogènes hydrogénotrophes, Methanobrevibacter smithii (Miller et al., 1982, Miller & 






















2.2.  Installation et diversité des Archaea méthanogènes dans le microbiote 
colique humain  
2.2.1.  Diversité et abondance chez l’adulte 
 
Seules deux Archaea méthanogènes ont été caractérisées, par isolement et identification 
à partir d’échantillons de selles, comme colonisant le côlon humain : Methanobrevibacter 
smithii (Miller et al., 1982, Miller & Wolin, 1982) et Methanosphaera stadtmanae (Miller & 
Wolin, 1985). Toutes deux sont hydrogénotrophes et font partie de l’ordre des 
Methanobacteriales.  
 
- M. smithii (Figure 9), est un petit coccobacille le plus souvent retrouvé par paire, mais 
également sous forme de petites chaînes de cellules (Miller et al., 1982). Il tire son énergie de la 
production de CH4 par réduction du CO2 par l’H2 et peut également utiliser le formate comme 
accepteur final d’électrons (Miller et al., 1982).  
- M. stadtmanae (Figure 10), se présente sous la forme de coques larges, le plus souvent 
regroupées par paire ou en tétrade. Il utilise l’H2 et le méthanol comme substrats (réduction du 
méthanol en CH4 en présence de H2) (Cf 1.2.3.2. p. 11). Son développement est de ce fait 
totalement dépendant du méthanol issu de l’hydrolyse des pectines par des espèces des genres 
Bacteroides et d’autres bactéries anaérobies (Miller & Wolin, 1985).  
 
Les études culturales (Miller et al., 1982, Miller & Wolin, 1985, Miller & Wolin, 1982) 
ont montré que M. smithii prédominait sur M. stadtmanae. Ont ainsi été retrouvées jusqu’à 1010 
cellules par gramme de poids sec de selles, soit 12,6 % des anaérobies totaux dénombrés (Miller 
& Wolin, 1983). Diverses analyses moléculaires, telle que l’analyse exhaustive des séquences 
d’ADNr 16S menée par Eckburg et al. (2005), ont confirmé cette prédominance de M. smithii. 
Cette inégalité dans la prévalence et l’abondance peut s’expliquer par la dépendance de M. 
stadtmanae vis-à-vis du méthanol. L’analyse du génome de M. stadtmanae a notamment montré 
que ce dernier ne présente pas l’information génétique nécessaire à la synthèse de 
molybdoptérine, essentielle à la catalyse de la première étape de la méthanogenèse, à partir de 








Récemment, Scanlan et al. (2008), en étudiant l’incidence et la diversité des Archaea 
méthanogènes chez des patients atteints de différentes pathologies gastro-intestinales, ont 
retrouvé une séquence mcrA rattachée à l’ordre des Methanosarcinales d’après leur analyse 
phylogénétique. Ceci suggère qu’une nouvelle espèce d’Archaea méthanogène colonise le 
tractus intestinal de l’homme. 
 
Enfin, des séquences d’ADNr 16S présentant des similarités élevées (≥97 %) avec des 
séquences s’affiliant au groupe des Sulfolobus ont également été mises en évidence au sein du 
microbiote intestinal, suggérant la présence d’espèces appartenant au phylum des Crenarchaeota 
dans cet écosystème (Rieu-Lesme et al., 2005). A notre connaissance, seule cette étude révèle la 
présence de Crenarchaeota chez l’homme, ce qui suggère soit que ces micro-organismes 
s’implantent rarement au sein de cet écosystème, soit qu’ils ne sont qu’en transit. 
 
Depuis les travaux de Miller & Wolin (1986), on sait que la production de CH4 peut être 
détectée dans les gaz expirés à une valeur supérieure ou égale à 2 ppm par rapport à l’air 
ambiant dès qu’une concentration seuil de 108 méthanogènes par gramme de selles est présente. 
Ce type d’analyse permet de diviser la population en deux groupes : les méthano-excréteurs et 
les non-méthano-excréteurs. De telles études montrent que 35 à 50 % de la population adulte 
serait méthano-excrétrice (Conway de Macario & Macario, 2008), c'est-à-dire abriterait au 
moins 108 méthanogènes par gramme de selles.  
 
 
2.2.2.  Installation et maintien du microbiote méthanogène 
 
D’après des travaux de Palmer et al (2007), il semblerait que les Archaea méthanogènes 
n’apparaissent que transitoirement au cours de la première année de vie. En effet, l’analyse par 
PCR quantitative (ciblant l’ADNr 16S par des amorces spécifiques du domaine Archaea) a 
montré que seuls 7 nouveau-nés sur 14 présentaient des Archaea méthanogènes, à des 
concentrations variant de 103 à 106 copies d’ADNr 16S par gramme de selles. De plus, sur les 30 
échantillons prélevés au cours de la première année de vie de chaque nouveau-né, les Archaea 
méthanogènes n’ont été détectées que sur un seul échantillon pour 4 individus (sur les 7 
 




présentant des Archaea méthanogènes) et uniquement chez un individu après 5 semaines de vie 
(Palmer et al., 2007).  
 
Selon le même ordre d’idée, l’étude de Rutili et al. (1996), menée sur un groupe enfants 
âgés de 3 mois à 5 ans, montre que l’apparition de la flore méthanogène ne se fait pas avant l’âge 
de 27 mois. De plus, le nombre d’enfants porteurs de méthanogènes augmente avec l’âge, avec 
une incidence de 40 % à 3 ans et de 60 % à 5 ans. Ainsi, ces résultats suggèrent que la 
prévalence d’individus présentant des Archaea méthanogènes augmente au cours des premières 
années de vie.  
 
Des résultats similaires sont observés avec le statut de méthano-excrétion. Une étude 
menée sur des Nigériens par Hudson et al. (1993) a montré que la prévalence d’individus 
méthano-excréteurs augmente de la naissance à l’âge adulte. Celle-ci passe de 6 % chez les 
enfants de moins de 2 ans (n=68), à 40 % chez les enfants de 2 à 6 ans (n=47) puis à 77 % chez 
les adultes (n=159). Enfin, une étude moléculaire menée par Steward et al. (2006) sur des 
volontaires Néo-Zélandais va également dans le même sens : l’analyse quantitative du marqueur 
ADNr 16S par PCR en temps réel a révélé que 25 % des enfants (3 mois à 10 ans) et 42 % des 
adultes (25 à 59 ans) renfermaient des Archaea méthanogènes au sein de leur tractus digestif.  
 
A l’âge adulte, plusieurs études indiquent que la prévalence des méthano-excréteurs reste 
stable (Bond et al., 1971, Levitt et al., 2006). 
 
 
2.2.3.  Localisation 
 
Les Archaea méthanogènes semblent être localisées majoritairement au niveau du côlon 
distal. Ceci a été mis en évidence en 1993 par Pochart et al. par utilisation de la technique de 
pyxigraphie. Cette technique, précédemment développée par Perrenoud (1957), consiste à faire 
avaler une capsule à un sujet, et à la suivre par radiographie. Une fois dans le côlon, l’ouverture 
de la capsule permet le prélèvement de l’échantillon. Pochart et al. (1993) ont ainsi comparé 
(par énumération culturale) les concentrations en méthanogènes (et en micro-organismes 
 




anaérobies) du côlon proximal et celles du côlon distal (représentées par les selles), de 6 
individus méthano-excréteurs et de 4 individus non-méthano-excréteurs. Ceci a révélé que la 
proportion moyenne de méthanogènes retrouvée chez les méthano-excréteurs était de 12 % des 
anaérobies dans les selles et de 0,003 % dans le côlon proximal. Aucune différence n’a été 
observée chez les non-méthano-excréteurs, pour lesquels des concentrations inférieurs à 0,003 
% ont été retrouvées quelle que soit la localisation.  
 
Bien que menée sur un nombre restreint d’individus, cette étude laisse à penser que les 
méthanogènes sont préférentiellement retrouvés dans les parties basses du côlon : les parties 
transversale et distale du côlon possèdent un pH proche de la neutralité, un potentiel 
d’oxydoréduction favorable et un temps de transit élevé, ce qui en fait un site favorable à leur 
croissance (Cf  2.1.2. p. 19, Tableau 4). 
 
2.3.  Facteurs influençant le microbiote méthanogène intestinal humain 
 
Il semble que la présence et la quantité de méthanogènes dans le microbiote intestinal 
varie d’un individu à l’autre. Différents facteurs pourraient influencer leur présence et leur 
maintien. Ici nous verrons comment l’environnement interne du côlon et notamment la 
disponibilité en sulfate, la présence de sels biliaires ainsi que le temps de transit sont 
susceptibles d’affecter les Archaea méthanogènes colonisant le côlon humain. Seront également 
présentés l’impact de l’âge et du sexe.  
 
 
2.3.1.  La disponibilité en sulfate  
 
La flore hydrogénotrophe colique est constituée de micro-organismes méthanogènes, 
acétogènes et sulfato-réducteurs (SRB) et il est concevable que les facteurs favorisant les uns 
inhibent les autres en retour. En 1988, Gibson et al. ont retrouvé des quantités élevées de SRB 
(jusqu’à 1010 / g de selles) dans les selles d’individus dont l’excrétion de méthane dans l’air expiré 
était faible ou indétectable. Ils ont conclu que la réduction dissimilatrice du sulfate et la 
 




méthanogenèse n’avaient pas lieu en même temps dans le côlon et qu’une compétition pour 
l’hydrogène devait avoir lieu (Gibson et al., 1988). Par la suite, une étude a été menée par 
Christl et al. (1992) sur six individus méthano-excréteurs, nourris avec une alimentation pauvre 
en sulfate durant 34 jours, additionnée de sulfate de sodium (en quantité dix fois supérieure au 
régime témoin) entre J11 et J20. Durant cette période, une augmentation du dénombrement des 
sulfato-réducteurs, une diminution du dénombrement des Archaea méthanogènes ainsi qu’une 
baisse de l’excrétion de méthane ont été observées chez 3 volontaires sur 6. Les SRB n’étaient 
pas détectées durant la période de régime témoin mais sont devenues détectables après addition 
de sulfate. L’arrêt du régime riche en sulfate a entrainé un retour de l’ensemble de ces valeurs à 
leur niveau initial. Chez les trois autres volontaires de l’étude, aucun de ces changements n’a été 
observé. Il a été conclu que les Archaea méthanogènes et la méthanogenèse sont régulés par le 
sulfate alimentaire lorsque les SRB sont présentes (Christl et al., 1992). Cependant, d’après 
plusieurs études, les micro-organismes sulfato-réducteurs et méthanogènes peuvent coexister à 
des niveaux élevés au sein de l’écosystème colique  et ceci serait dû à la versatilité métabolique 
des sulfato-réducteurs (Pochart et al., 1992, Stewart et al., 2006).  
 
 
2.3.2.  Les acides biliaires  
 
Florin et Woods (1995), ont montré que l’addition de bile à des cultures de selles de 
quatre individus méthano-excréteurs inhibait de manière dose dépendante la méthanogenèse. 
Cette bile, issue de trois patients cholédocostomisés, était utilisée à des concentrations de 0,3 – 
3,0 – 10 et 30 %, ce qui correspond respectivement à des concentrations en acides biliaires de 
0,04 – 0,43 – 1,4 et 4,3 mM. Une inhibition de la méthanogenèse a été observée pour l’ensemble 
de ces doses et a atteint son maximum dès 1,4 mM. Sachant que les concentrations in vivo des 
effluents iléaux en sels biliaires sont de l’ordre de 1 mM, ces résultats présument d’un impact in 
vivo des sels biliaires sur la méthanogenèse.  
 
Dans cette même étude, un test de méthano-excrétion a été réalisé chez un quatrième 
patient choledochostomisé, immédiatement avant la réversion de la choledochostomie (qui a 
 




duré 20 jours), et à 4, 24 et 40 semaines après la correction de la fistule biliaire. Les résultats de 
méthano-excrétion ont été respectivement de 79, 29, 1 et 1 ppm au dessus des valeurs 
atmosphériques. Après seulement trois mois, le patient est donc passé d’un statut d’individu 
hautement méthano-excréteur à un statut de non-méthano-excréteur (Florin & Woods, 1995). 
L’ensemble des données fournies par cette étude supporte l’hypothèse d’un effet inhibiteur des 
sels biliaires sur la méthanogenèse.  
 
 
2.3.3.  Le temps de transit  
 
Les Archaea méthanogènes sont des micro-organismes ayant une croissance lente et un 
temps de transit long pourrait faciliter leur croissance (Mah et al., 1977). Les données 
concernant le temps de transit et le statut de méthano-production sont conflictuelles. Stephen 
et al. (1986) ont observé un temps de transit plus long chez les méthano-excréteurs en 
comparaison avec les non-méthano-excréteurs. L’impact du temps de transit sur la flore 
méthanogène a été confirmé récemment par (Lewis & Cochrane, 2007). Cependant cette 
différence n’a pas été observée au cours d’autres études (McKay et al., 1981, Melcher et al., 
1991). De plus, les noirs africains d’origine rurale ont des temps de transit plus court que les 
caucasiens et pourtant présentent une prévalence de méthano-excréteurs supérieure (Segal et 




2.3.4.  l’âge 
 
Comme nous l’avons précédemment décrit, l’implantation et le maintien des 
méthanogènes s’opère graduellement dans les premières années de vie, pour atteindre une 
prévalence maximale chez les adultes. 
Le vieillissement est associé à de nombreuses modifications physiologiques affectant plus 
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Figure 11. Impact de l’âge sur le microbiote intestinal humain (Adapté de Woodmansey 
2007) 
 




gustatives (Weiffenbach et al., 1982, Doty et al., 1984) ainsi que des problèmes de mastication 
(Karlsson et al., 1991, Newton et al., 1993) sont susceptibles d’entrainer une diminution et un 
déséquilibre de l’alimentation. Le vieillissement est également associé à une augmentation du 
temps de transit intestinal (Woodmansey et al., 2004) ainsi qu’à des modifications du système 
immunitaire (Schiffrin et al., 2009). Ces modifications du régime alimentaire, des fonctions du 
tractus digestif, des fonctions immunitaires, etc..., sont susceptibles d’entraîner des changements 
dans la composition du microbiote. Ce dernier pourrait en retour avoir un impact sur les 
différentes fonctions physiologiques de l’hôte.  
 
Alors que plusieurs études se sont intéressées à l’impact de l’âge sur le microbiote 
bactérien humain (les résultats de ces études sont synthétisés dans la Figure 11), il n’y a à notre 
connaissance que deux études relatant l’impact de l’âge sur la microflore méthanogène. L’une 
d’entre elles, menée par Fernandes et al. (1998), a montré que les 66 méthano-excréteurs inclus 
dans l’étude étaient significativement plus âgés que les 63 non-méthano-excréteurs (49,5 ± 16,0 
versus 39,6 ± 17,0 ans, p = 0,0009). La deuxième, menée par Maczulak et al. (1989), montre que 
l’abondance en méthanogène augmente de plus d’un log entre le rat adulte (30 semaines) et le 
rat âgé (80 semaines). Ces résultats suggèrent que l’abondance des méthanogènes augmenterait 
au cours du vieillissement.  
 
 
2.3.5.  Le sexe  
 
L’influence du sexe est controversée. Alors que de nombreuses études montrent qu’un 
pourcentage plus élevé de femmes seraient méthano-excrétrices (Pitt et al., 1980, Hoff et al., 
1986, Segal et al., 1988), d’autres n’indiquent aucune différence significative entre hommes et 
femmes (Pique et al., 1984, Bond et al., 1971, McKay et al., 1985, Levitt et al., 2006). Aucune 
conclusion définitive ne peut donc être donnée quant à une éventuelle relation entre le statut 








Le tractus digestif est colonisé par un ensemble de micro-organismes dont la densité et la 
diversité atteignent leur maximum au niveau du côlon. Dans ce dernier, de l’ordre de 1011 à 1012 
micro-organismes très largement représentés par des bactéries, sont retrouvées par gramme de 
contenu. La diversité est supérieure à 15 000 phylotypes différents, sur une base de similarité de 
séquences ADN 16S inférieure à 97 %. On retrouve également des Archaea méthanogènes, 
représentées par deux Methanobacteriales : M. smithii et M. stadtmanae. Le statut méthano-
excréteur scinde la population en deux groupes : les méthano-excréteurs et les non-méthano-
excréteurs. De nombreuses études visant à déterminer les facteurs susceptibles d’affecter le 
microbiote méthanogène ont été menées et montrent de manière contrastée le rôle de l’origine 
ethnique des individus, de leur sexe, de leur âge, de leur alimentation, ou bien encore des sels 
biliaires, dans la prévalence et la quantité de méthanogènes au sein des populations. Il semble 
légitime de s’interroger sur le rôle des Archaea méthanogènes au sein du côlon, et leur 
implication potentielle dans la physiologie et la santé de leur hôte, objet du prochain chapitre. 
 




Chapitre 3 : Pathologies, microbiote intestinal et Archaea 
méthanogènes 
3.1.  Aperçu de l’influence du microbiote sur la physiologie de l’hôte 
 
Le microbiote intestinal est en interaction constante avec l’hôte et exerce de nombreuses 
fonctions physiologiques, pour la plupart bénéfiques à l’hôte. Le dialogue permanent entre les 
micro-organismes colonisant le tractus intestinal et les cellules de l’hôte met en jeu des systèmes 
de communications complexes, certains impliquant des récepteurs transmembranaires (tels que 
les recepteurs « Toll-like », TLR) et intracellulaires (tels que les recepteurs « NOD-like », NLR) 
auxquels se lient différentes macromolécules provenant du microbiote (lipopolysaccharides, 
flagelline, peptidoglycane, acides gras à chaîne courte (AGCC)…). Ci-dessous seront traités les 
principaux impacts positifs du microbiote sur la physiologie de l’hôte, sans analyser le 
mécanisme de ces réactions ; ceci concerne notamment la nutrition de l’hôte, le développement 




3.1.1.  Rôle nutritionnel bénéfique 
 
Environ 100 g de substrats exogènes, provenant de l’alimentation mais n’ayant pas été 
digérés/absorbés sont disponibles à la conversion microbienne chaque jour (Cummings & 
Macfarlane, 1997) : il s’agit de polysaccharides complexes, de protéines, de lipides, d’acides 
nucléiques et d’autres polymères. A ceux-ci s’ajoutent des sécrétions endogènes telles que les 
mucopolysaccharides (glycoprotéines retrouvées dans le mucus), les enzymes digestives et les 
débris cellulaires, eux-mêmes également utilisés par le microbiote. Au total, la conversion de ces 
résidus alimentaires et de ces substrats endogènes aboutit à une centaine de composés volatiles, 
issus du métabolisme microbien (Geypens et al., 1997), mais seule une fraction de ces 









































Figure 12. Chaine trophique de dégradation et de fermentation des polyosides au sein du 












Parmi les produits du métabolisme microbien, les AGCC sont à l’origine d’effets 
globalement bénéfiques à l’hôte et forment les métabolites microbiens fermentaires principaux. 
Les AGCC sont pour l’essentiel issus de la digestion des polysaccharides complexes, dits glucides 
fermentescibles, dont la quantité totale qui parvient au côlon varie de 10 g à 60 g par jour en 
fonction du régime alimentaire (Cummings & Macfarlane, 1991). Le génome humain ne possède 
pas le répertoire de gènes codant les activités enzymatiques nécessaires à la digestion de ces 
polysaccharides (Gérard & Bernalier-Donadille, 2007). Dans le côlon, la dégradation de ces 
polyosides n’est rendue possible que par la contribution de différents groupes microbiens, 
possédant des activités métaboliques complémentaires et formant ainsi une chaine trophique de 
dégradation et de fermentation des polyosides (Figure 12) : dans un premier temps, la 
dégradation des polymères en oses et oligosides est effectuée par des bactéries hydrolytiques, 
avant que ces composés ne soient utilisés par la flore fermentaire, amenant à la production de 
métabolites tels que des AGCC (principalement de l’acétate, du propionate et du butyrate, dans 
un rapport 3/1/1), d’autres acides organiques tels que le lactate, le formate et le succinate, des 
alcools (éthanol et méthanol principalement) et des gaz (H2 et CO2). Le maintien d’une pression 
partielle basse en H2 est nécessaire au bon déroulement des fermentations, ce qui est rendu 
possible grâce à l’activité de trois groupes fonctionnels du microbiote intestinal, les 
hydrogénotrophes méthanogènes, sulfato-réducteurs et acétogènes (Rambaud et al., 2004).  
 
Les AGCC sont une source d’énergie importante pour l’épithélium colique ainsi que pour 
l’hôte. Le butyrate est considéré comme le plus important en raison de son rôle bénéfique pour 
l’hôte. En effet, bien que produit dans la proportion de 1 pour 3 acétates, il est considéré comme 
le plus important d’un point de vue qualitatif, car il fournit environ 60 % de l’énergie nécessaire 
aux cellules épithéliales coliques (Cummings & Macfarlane, 1997). Il possède également un 
impact fonctionnel positif pour l’hôte, puisqu’il inhiberait l’inflammation et la carcinogenèse, 
renforcerait l’effet barrière et diminuerait le stress oxydatif (Hamer et al., 2008).  
 
Le microbiote est connu comme source d’acides aminés pour l’hôte. Il possède également 
un rôle dans l’homéostasie de certains acides aminés essentiels pour l’hôte, via leur synthèse de 
novo : ainsi, l’administration d’azote marqué (15N) entraine l’augmentation de lysine et de 
 




thréonine marquées dans les fluides corporels ainsi que dans les protéines corporelles de 
l’homme (Metges et al., 1999). Il peut également réaliser la synthèse d’acides aminés à partir de 
différents précurseurs, tels que l’azote de source alimentaire, l’urée synthétisée par le foie et 
d’autres acides aminés de sources endogène et exogène. De ce fait, la contribution quantitative 




3.1.2.  Développement et maturation du système immunitaire intestinal  
 
La muqueuse intestinale, avec une surface de plus de 300 m2, est en permanence exposée 
à une quantité très importante de corps exogènes étrangers (d’origine alimentaire et 
bactérienne) qu’elle doit tolérer (Madara et al., 1990). En parallèle, la muqueuse doit lutter 
contre les entéropathogènes viraux, bactériens ou parasitaires. Ainsi, le système immunitaire 
intestinal (SII) tient deux rôles paradoxaux, d’une part élaborer une réponse cellulaire et 
humorale adaptée lorsqu’il y a danger, et d’autre part, élaborer des réponses suppressives à 
même d’empêcher l’induction de réponses immunitaires envers les antigènes alimentaires ou du 
microbiote commensal. 
 
Ainsi, face à un pathogène, la réponse humorale s’effectue via la sécrétion dans la 
lumière intestinale d’IgA sécrétoires (spécifiques de la muqueuse intestinale), formant des 
complexes-immuns avec l’antigène, et ainsi inactivant des mécanismes de pathogénicité 
(adhésion des bactéries pathogènes, multiplication virale dans l’entérocyte, activités biologiques 
des entérotoxines,…). Quant à la réponse cellulaire, elle ferait essentiellement intervenir les 
lymphocytes intra-épithéliaux, essentiels au maintien de l’intégrité épithéliale par leur rôle de 
destruction des cellules infectées et anormales (Rambaud et al., 2004). Au contraire, pour 
l’acceptation des corps exogènes, microbes et aliments, une « tolérance orale » fait que 
l’ingestion d’une protéine conduit à la suppression des réponses immunes cellulaires et 
humorales spécifiques de la protéine ingérée, au niveau intestinal et périphérique, lors d’une 
réexposition à celle-ci (Rambaud et al., 2004).  
 
 




Les études comparant les animaux dépourvus de microbiote (animaux axéniques) et leurs 
homologues élevés classiquement en animalerie (animaux conventionnels) révèlent que le 
microbiote joue un rôle primordial dans le développement et la maturation du SII. Chez les 
animaux axéniques, on observe un large déficit de développement du tissu lymphoïde associé au 
tube digestif (Macpherson & Harris, 2004, Falk et al., 1998). Celui-ci se caractérise par une 
baisse de la production d’anticorps, et notamment d’IgA (Moreau et al., 1978), et par une 
hypoplasie des Plaques de Peyer (Macpherson & Harris, 2004). Une étude récente a également 
mis en évidence une baisse du développement et de la maturation des follicules lymphoïdes 
isolés (Bouskra et al., 2008). Les anomalies observées chez les animaux axéniques ne sont pas 
réduites à l’épithélium intestinal puisque la rate et les ganglions lymphatiques des animaux 
axéniques sont non structurés et présentent des zones lymphocytaires atrophiées (Macpherson 
& Harris, 2004). Notons que le simple fait de ré-inoculer un microbiote permet le 
rétablissement de l’ensemble de ces anomalies en quelques semaines.  
 
 
3.1.3.  Effet du microbiote sur la fonction des cellules épithéliales, leur croissance et leur 
survie 
 
L’épithélium intestinal constitue l’interface majeure entre l’hôte et son environnement. 
Des études menées à l’aide de souris gnotobiotiques (souris axéniques auxquelles ont été 
inoculés un ou plusieurs micro-organismes) ont montré que le microbiote influence le 
métabolisme, la prolifération et la survie des cellules épithéliales ainsi que la fonction de 
barrière (Hooper et al., 2001, Ismail & Hooper, 2005). Les souris axéniques présentent à l’inverse 
une atrophie des cryptes, ce qui met en évidence un ralentissement du renouvellement 
cellulaire de l’épithélium colique en l’absence de microbiote (Alam et al., 1994). Elles présentent 
également des réseaux sanguins deux fois moins denses au niveau des villosités intestinales par 
rapport aux souris conventionnelles, ce qui souligne l’impact positif du microbiote sur 
l’angiogenèse (Stappenbeck et al., 2002). Notons également que l’angiogenèse peut être 
restaurée chez les souris axéniques par l’inoculation d’une seule espèce de micro-organisme, une 
bactérie commensale prédominante du tube digestif : Bacteroides thetaiotaomicron (Hooper et 
al., 2001).  
 




3.2.  Implication du microbiote dans des pathologies d’origine digestive  
 
Bien que majoritairement bénéfique à l’hôte, le microbiote est également impliqué dans 
la genèse, le maintien et parfois l’aggravation de certaines pathologies. Certaines d’entre elles 
impliquent véritablement ou potentiellement le microbiote méthanogène, comme l’obésité, les 
atteintes digestives tels que les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI), le 
syndrome de l’intestin irritable (SII) et le cancer du côlon. Ceci ne signifie pas que le microbiote 
méthanogène soit la cause de la pathologie observée, ce qui a notre connaissance n’a été 
démontré dans aucune pathologie humaine. Néanmoins, la présence de méthanogènes du genre 
Methanobrevibacter (ordre 1 – hydrogénotrophe) a été associée aux pathologies périodontiques 
et parodontiques (Kulik et al., 2001, Belay et al., 1988, Lepp et al., 2004), ainsi qu’avec les 
vaginoses (Belay et al., 1990). 
 
 
3.2.1.   Obésité 
 
L’obésité a vu son incidence augmenter de manière considérable durant ces dernières 
années. Sa genèse et son développement est un processus complexe dans lequel interviennent 
des facteurs génétiques et environnementaux et dans lequel le rôle du microbiote a fait l’objet 
de plusieurs travaux. Ainsi, des études menées chez des souris axéniques versus des souris 
conventionnelles, nourries ad libitum, a permis de caractériser l’impact du microbiote sur 
l’adiposité de l’hôte : les souris axéniques présentent en effet 42 % de masse grasse en moins que 
les souris conventionnelles (Backhed et al., 2004). Une colonisation de ces mêmes souris 
axéniques par un microbiote intestinal (issu des souris conventionalisées) aboutit à une 
augmentation de 60 % de la masse grasse et à l’émergence d’une insulino-résistance en deux 
semaines, même en réduisant la prise alimentaire de 30 % (Backhed et al., 2004).  
 
Très récemment, le rôle du microbiote a été caractérisé plus en détail, notamment en 
utilisant des modèles animaux d’obésité, tel celui induit par manipulation génétique (souris 
ob/ob, déficiente en leptine). Dans ce cas, une altération de la composition du microbiote 
intestinal est mise en évidence chez ces animaux, avec une baisse de 50 % de la quantité de 
 




Bacteroidetes et une augmentation proportionnelle des Firmicutes (Ley et al., 2005), à la fois par 
rapport au microbiote des souris ob/+ et +/+ (Ley et al., 2005). En mettant en parallèle des 
approches métagénomiques et biochimiques, il a été montré que cette variation relative des 
Bacteroidetes et des Firmicutes était associée à une augmentation de la capacité du microbiome 
à soutirer de l’énergie à partir de l’alimentation (Turnbaugh et al., 2006). 
 
Les interrelations entre l’alimentation, l’écologie microbienne intestinale et 
l’homéostasie énergétique ont récemment été étudiées sur des modèles de souris dont l’obésité 
avait été induite par un régime riche en sucre et en graisse (Turnbaugh et al., 2008). Une 
abondance relative inférieure en Bacteroidetes et supérieure en Firmicutes a également été 
observée chez ces animaux en comparaison avec des animaux minces recevant une alimentation 
riche en sucre et pauvre en graisse. Cependant, à la différence des souris génétiquement obèses 
ob/ob, la diversité du microbiote des animaux dont l’obésité est induite par l’alimentation est 
réduite de manière considérable, du fait de la progression dans l’abondance d’une seule et 
unique classe de Firmicutes (les Mollicutes) qui possèdent une capacité supérieure pour la 
libération d’énergie à partir de l’alimentation (Turnbaugh et al., 2008). 
 
On peut également noter que la transplantation du microbiote d’une souris dont l’obésité 
a été induite par une alimentation riche en sucre et en graisse, ou également la transplantation 
du microbiote d’une souris ob/ob à une souris axénique, induisent une prise de poids 
équivalente ou supérieure à celle de la transplantation du microbiote d’une souris mince. 
(Turnbaugh et al., 2008).  
 
La variation dans la nature du microbiote permet ainsi d’établir une relation de cause à 
effet avec l’obésité par son impact sur l’extraction d’énergie et des mécanismes complémentaires 
ont également été décrits. L’un d’entre eux implique le facteur Fiaf (Fasting-Induced Adipose 
Factor), un inhibiteur des lipoprotéines lipases produit par l’intestin, le foie et le tissu adipeux. 
Des souris axéniques rendues conventionnelles perdent l’expression intestinale de ce facteur, 
conduisant à une augmentation de l’activité lipoprotéine lipase, et par la suite une augmentation 
du stockage des triglycérides dans les adipocytes (Backhed et al., 2004). Plus récemment, Backed 
et al. (2007) ont décrit un mécanisme complémentaire : le maintien du phénotype mince chez 
 




les souris axéniques soumises à un régime alimentaire riche en graisse et en sucre implique un 
taux élevé du facteur Fiaf induisant le Pgc-1α (peroxisome proliferator activator receptor γ 
coactivator-1α), et une activité élevée de l’AMPK (AMP-activated protein kinase), qui 
conduisent tous deux à l’augmentation de l’oxydation des acides gras (Backhed et al., 2007). 
 
Des résultats similaires concernant la composition du microbiote, notamment 
concernant le rapport Bacteroidetes / Firmicutes, ont été retrouvés chez l’homme (Ley et al., 
2006). Bien que cela ne soit pas démontré pour l’heure actuelle, il est probable que les 
mécanismes décrits ci-dessus soient potentiellement à l’œuvre également. Il faut toutefois noter 
qu’une étude récente montre l’absence de différence dans la proportion de Bacteroidetes entre 
sujets obèses et sujets non-obèses, et l’absence de changement dans le pourcentage de 
Bacteroidetes chez les obèses soumis à un régime hypocalorique (Duncan et al., 2008). 
 
 
3.2.2.  Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) 
 
Le terme de MICI est une appellation générale désignant un ensemble de lésions 
inflammatoires chroniques, d’étiologie inconnue, atteignant le tractus digestif. Ces affections 
sont récidivantes, se cantonnent à certains segments du tube digestif avec des manifestations 
cliniques variées et souvent une évolution chronique peu prévisible. Ce terme recouvre 
notamment les colites ulcéreuses et la maladie de Crohn. Ces lésions inflammatoires sont la 
conséquence d’une activation du système immunitaire intestinal, pour laquelle les facteurs 
environnementaux (mode de vie, micro-organismes intestinaux, virus) et génétiques 
(prédisposition) commencent à être mieux connus (Macfarlane et al., 2009).  
 
Comme nous l’avons vu précédemment (Cf 3.1.2. p. 32 et 3.1.3. p. 33), le microbiote 
intestinal possède un rôle dans la promotion de l’homéostasie immune et dans la modulation du 
développement intestinal. Une altération de la composition du microbiote, conduisant à une 
modification des antigènes dominants ou de ses fonctions métaboliques est depuis longtemps 
suspectée dans l’étiologie des MICI. Une étude récente a notamment montré que le microbiote 
intestinal des patients atteints de ces maladies diffère de celui des témoins en bonne santé. En 
 




effet, les Firmicutes et les Bacteroidetes sont moins représentés chez les patients atteints de 
MICI par comparaison avec les contrôles (n=129, Frank et al., 2007). De plus il a été en évidence 
que des quantités plus faibles de micro-organismes appartenant au groupe des Clostridium 
(cluster IV et XIV) étaient présentes chez un sous groupe d’individus atteints de MICI. Cette 
dysbiose a été corrélée avec une augmentation de l’occurrence des abcès et des chirurgies plus 
précoces. En tout état de cause, le microbiote pourrait donc être utilisé comme biomarqueur de 
certaines formes agressives de MICI (Frank et al., 2007)  
 
Concernant les bactéries pathogènes, des Escherichia coli, dénommées AIEC pour 
Adherent-Invasive E. coli, ont été identifiées comme facteur intervenant dans l’étiologie de la 
maladie de Crohn. Les AIEC sont retrouvées associées à la muqueuse iléale de manière 
spécifique chez les patients atteints de la maladie de Crohn (Darfeuille-Michaud et al., 2004) et 
possèdent la capacité de survivre et de se répliquer au sein des macrophages sans induire la mort 
cellulaire des cellules de l’hôte (Glasser et al., 2001).  
 
 
3.2.3.  Syndrome de l’intestin irritable (SII) 
 
Le SII est un désordre gastro-intestinal chronique, caractérisé par des douleurs 
abdominales, des dysfonctionnements intestinaux (tels que la constipation) et des 
ballonnements (Agrawal & Whorwell, 2006). Dans les pays occidentaux, environ 15 % de la 
population est touchée par ce syndrome, avec une atteinte plus fréquente chez les femmes 
(Drossman et al., 1997). Parmi de nombreuses études, une étude menée chez 6 patientes se 
plaignant de ballonnements a montré qu’elles présentaient une production de gaz supérieure à 
la normale avec un régime standardisé, et donc que ces symptômes pouvaient être reliés à une 










3.2.4.  Cancer colorectal (CCR) 
 
Le côlon est le troisième site le plus fréquent de cancer dans les pays occidentaux et la 
deuxième cause de mortalité aux Etats-Unis (McGarr et al., 2005) et en Europe (Boyle & Ferlay, 
2005). En plus des facteurs génétiques, les habitudes alimentaires semblent jouer un rôle 
significatif dans la genèse du cancer du côlon : l’augmentation de la prévalence chez les afro-
américains par rapport aux africains natifs (O'Keefe et al., 1999) montre clairement l’impact 
délétère d’une alimentation de type occidentale, dans laquelle l’apport d’énergie et de matière 
grasse est excessif (Pan & DesMeules, 2009). Par exemple, une alimentation riche en graisse 
entraîne une augmentation de la production d’acides biliaires primaires, notamment d’acide 
cholique. Ce dernier est majoritairement réabsorbé mais une fraction atteint le côlon (Reddy, 
1981). Il pourra alors y être transformé via une 7 α-hydroxylase bactérienne en acide 
déoxycholique, produit reconnu comme carcinogène (Nagengast et al., 1995) et pour lequel des 
taux fécaux et plasmatiques élevés ont été retrouvés chez les patients atteints de cancer du côlon 
(Hori et al., 1998).  
 
De plus, certaines activités enzymatiques du microbiote (β-glucuronidase et 
nitroréductase) peuvent entrainer l’activation (Ball et al., 1991) ou la synthèse (Van Tassel et al., 
1982) de molécules carcinogènes, telles que les fecapentènes (FP-12 et FP-14) dans les feces, qui 
résultent majoritairement de l’activité de Bacteroides. Ainsi, certaines activités enzymatiques du 
microbiote participent à l’étiologie du cancer du côlon. 
 
Une alimentation riche en viande est également reconnue comme facteur de risque dans 
le cancer colorectal. Celle-ci peut notamment mener à une production importante d’hydrogène 
sulfuré (H2S) par la flore sulfato-réductrice (Gibson et al., 1993). Celui-ci  active alors la 
synthèse de radicaux libres (Attene-Ramos et al., 2006) et inhibe l’utilisation du butyrate par les 









3.3.  Hypothèse d’une participation ou d’une implication des Archaea 
méthanogènes  
 
Si le microbiote est directement impliqué dans des pathologies d’origine digestive, il est 
légitime de s’interroger sur une participation éventuelle des Archaea méthanogènes, 
notamment parce que leur abondance est variable selon la population considérée. Un rôle 
plausible pourrait être dû au méthane lui-même : plusieurs études ont en effet montré que ce 
gaz inhibait le péristaltisme intestinal (Pimentel et al., 2004). De telles observations suggèrent 
que le muscle colique possèderait des récepteurs spécifiques. Si cela était confirmé, le méthane 
rejoindrait l’oxyde nitrique (NO), le monoxyde de carbone (CO, Farrugia et al. 2003), et le 
sulfure d’hydrogène (H2S, Patacchini et al., 2005) comme composé volatil servant de 
neurotransmetteur. Il pourrait alors jouer un rôle dans le temps de transit, facteur couramment 
impliqué dans de nombreuses pathologies digestives. 
 
Implication des Archaea méthanogènes dans l’obésité 
Dans l’obésité, les Archaea méthanogènes sont retrouvées en plus grande abondance 
chez les souris ob/ob (Turnbaugh et al., 2006, Zhang et al., 2009). Rappelons que chez l’homme, 
M. smithii colonise le côlon humain, parfois à des concentrations substantielles (allant jusqu’à 
1010 cellules par gramme de poids sec de selles) et utilise comme source de substrat l’H2 et le CO2 
et dans une moindre mesure, le formate. Il est donc légitime de s’interroger sur le fait qu’elle 
facilite / active la croissance et/ou l’activité des bactéries responsables de la digestion des sucres 
complexes (génératrice de ses substrats H2 et CO2). Afin de répondre à cette question, Samuel et 
Gordon (2006) ont comparé des souris axéniques, colonisées selon différentes combinaisons avec 
une bactérie consommatrice de polysaccharides (Bacteroides thetaiotaomicron) en association 
avec une bactérie sulfato-réductrice reconnue comme prédominante dans le côlon humain 
(Desulfovibrio piger) (Eckburg et al., 2005) ou M. smithii. Ces animaux ont été nourris ad 
libitum avec une alimentation riche en polysaccharides. La co-colonisation de M. smithii avec 
B. thetaiotaomicron, oriente le métabolisme de ce dernier vers la production d’acétate et de 
formate (ce dernier étant réutilisé par M. smithii) à partir des fructanes alimentaires. De plus, 
une augmentation de la lipogenèse et de l’adiposité est observée chez ces animaux co-colonisés 
 




par ces deux micro-organismes. En comparaison, aucun de ces effets n’est observé lors d’une co-
colonisation de ces souris par B. thetaiotaomicron et D. piger, ce qui met en évidence un rôle 
possible de M. smithii dans le développement de l’obésité.  
 
 
Implication des Archaea méthanogènes dans les SII et les MICI 
Des résultats plus nuancés ressortent d’une éventuelle participation des méthanogènes 
dans les MICI et les SII : ainsi, Pimentel et al. (2003) ont mesuré la prévalence des individus 
méthano-excréteurs chez un large groupe de patients atteints de SII et de MICI. Si, dans cette 
étude, la production de méthane est fortement corrélée avec les patient SII présentant une 
constipation, les patients atteints de la maladie de Crohn ou des colites ulcératives (deux MICI) 
présentent une prévalence de méthano-excréteurs très basse, confirmant une observation de 
McKay et al. (1985). L’étude menée par Scanlan et al. (2008) vient également confirmer ces 
données, avec une proportion d’individus mcrA positif de 30 % chez les patients atteints de la 
maladie de Crohn (n=27) et de 24 % chez ceux atteints de colites ulcéreuses (n=29), c'est-à-dire 
plus faible que dans la population témoin (48 %, n=44).  
 
 
Implication des Archaea méthanogènes dans le CCR 
Une association entre microbiote méthanogène et cancer du côlon a été étudiée avec 
beaucoup d’intérêt depuis l’étude de Haines et al. (1977) qui montrait que la prévalence des 
individus méthano-excréteurs était supérieure chez les personnes présentant un cancer du côlon 
(84 %) que chez les sujets contrôle (40 %). Cependant, alors que Pique et al. (1984) retrouvèrent 
des résultats similaires, les études qui suivirent, et notamment celles de Hoff et al. (1986), de 
Segal et al. (1988) et de Hudson et al. (1993) ne montrèrent pas cette relation entre prévalence 
de méthano-excrétion et cancer du côlon. Plus récemment, l’étude menée par Scanlan et al. 
(2008) montre que 45 % des patients de l’étude présentant un CCR (n=31 - 60.3 ± 6.6 ans) sont 
mcrA positif, mais que cette valeur n’est pas significativement différente de celle retrouvée chez 
les témoins ne présentant pas de pathologies digestives (48 %). 
 
 
 organismes dans l’écosystème. Cependant de nombreuses espèces restent encore difficilement 
cultivables, voire non-cultivées (Amann et al., 1995) et la compréhension de l’écosystème est de 
ce fait toujours limitée d’un point de vue fonctionnel. 
 
De manière à avoir une perception nouvelle du potentiel génétique et fonctionnel du 
microbiote intestinal, les chercheurs se tournent à l’heure actuelle vers une nouvelle approche : 
la métagénomique (Handelsman, 2004). Cette dernière considère l’ensemble des génomes d’une 
communauté microbienne ou d’un écosystème entier comme une seule et même donnée, le 
métagénome. Plusieurs métagénomes ont d’ores et déjà été caractérisés et ont été ou sont en 
cours d’analyse (Singh et al., 2009). Plusieurs études consacrées au microbiote intestinal humain 
ont déjà utilisé cette méthodologie (Gill et al., 2006, Kurokawa et al., 2007). D’autres approches 
recouvrent maintenant la caractérisation des protéines (Métaprotéome), des ARN 
(Métatranscriptome) ou des métabolites (Métabolome) de cet environnement. L’intégration de 
l’ensemble de ces données devrait apporter un éclairage nouveau de cette « boite noire » que 





 Les travaux de cette thèse ont été menés au sein de l’Equipe de Recherche 
Technologique « Conception, Ingénierie et Développement de l’Aliment et du Médicament » 
(ERT CIDAM) de l’Université d’Auvergne. Cette équipe, co-dirigée par Monique Alric, Eric 
Beyssac et Jean-Michel Cardot, est rattachée au Centre de Recherche en Nutrition Humaine 
(CRNH) d’Auvergne ainsi qu’à l’Institut Fédératif de Recherche (IFR 79) Santé-Auvergne. Dans 
le cadre de la mise en place de son plateau technologique de digestion artificielle, l’ERT-CIDAM 
a entrepris de développer des outils moléculaires d’analyse de la flore intestinale humaine dont 
le suivi est indispensable dans des études de digestion artificielle. Dans ce contexte, l’équipe 
dirigée par Jean-François Brugère s’intéresse à la diversité de certains grands groupes 









Le microbiote joue un rôle essentiel dans la physiologie de l’hôte. Ce rôle recouvre le 
développement et la maturation du système immunitaire intestinal, la croissance et la survie des 
cellules épithéliales, et la nutrition de l’hôte ; cet aspect passe notamment via la production par 
fermentation d’AGCC, en particulier le butyrate qui couvre à lui seul 60 % des besoins 
énergétiques des cellules épithéliales coliques de l’hôte. Le microbiote méthanogène permet, 
avec les autres micro-organismes hydrogénotrophes (acétogènes et sulfato-réducteurs), le 
maintien d’une pression partielle basse en H2, nécessaire au maintien de l’activité de 
fermentation et donc au bon déroulement des processus de digestion.  
Le microbiote reste néanmoins également impliqué dans plusieurs pathologies digestives. 
Dans ce cadre, selon certains auteurs, le microbiote méthanogène est significativement plus 
abondant chez les individus obèses et sa présence est positivement corrélée à la prévalence des 
SII. Néanmoins, il est impossible à l’heure actuelle d’affirmer si les disproportions entre 
populations et quantité de méthanogènes sont des facteurs associés, des conséquences de la 
pathologie ou inversement des causes.  
 





Les Archaea méthanogènes colonisent le tractus digestif de nombreux animaux et 
notamment celui de l’homme. Elles sont retrouvées au sein du microbiote colique humain à des 
concentrations supérieures à 108 cellules par gramme de contenu, chez 30 à 50 % de la 
population. Jusqu’à très récemment, l’étude de leur diversité chez l’homme s’est cantonnée aux 
approches culturales. Ceci a permis la mise en évidence de deux Archaea méthanogènes 
hydrogénotrophes : M. smithii et M. stadtmanae qui permettent le maintien d’une pression 
partielle en hydrogène basse nécessaire à l’activité de la flore fermentaire. Strictement 
anaérobies et de croissance lente et dépendante de nombreux cofacteurs, elles sont difficilement 
cultivables et isolables. Du fait de potentielles implications des Archaea méthanogènes dans 
diverses pathologies et notamment dans l’obésité et le SII, une description plus précise de la 
diversité du microbiote méthanogène via l’utilisation d’approches moléculaires, semble 
indispensable. De plus, parmi les nombreux facteurs susceptibles d’influencer la colonisation par 
le microbiote méthanogène (origine ethnique, sexe, alimentation…), le vieillissement est un 
facteur pour lequel très peu de données sont disponibles. 
La partie qui va suivre est consacrée aux résultats. Dans un premier temps, il sera 
présenté en quoi l’évaluation du microbiote intestinal humain par un test de diagnostic in vitro 
moléculaire présenterait un intérêt majeur. Ensuite, les résultats expérimentaux obtenus au 
cours de cette thèse, et concernant l’étude de la diversité des Archaea méthanogènes colonisant 
le tractus digestif de l’homme, ainsi que l’impact de l’âge sur cette diversité et sa distribution 
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Chapitre 1 : Le challenge d’un test de diagnostic in vitro  (DIV) 
moléculaire permettant d’évaluer le microbiote intestinal humain 
(Article 1) 
 
Cette revue a pour objectif d’exposer l’hypothèse que le diagnostic in vitro (DIV) du 
microbiote intestinal humain pourra être, dans un futur proche, un moyen non invasif de 
diagnostic et de suivi de diverses pathologies du tractus gastro-intestinal.  
 
L’utilisation d’approches moléculaires nouvellement développées, telles que la 
métagénomique et les biopuces à ADN, sont au cœur de cette hypothèse. Sachant que le tractus 
digestif de l’homme est colonisé par un microbiote dont la diversité et l’abondance sont 
tellement importantes qu’elles en font l’un des écosystèmes les plus complexes qui soit, 
l’application de tels outils au diagnostic du microbiote s’avère nécessaire. En effet, bien que les 
fonctions du microbiote soient pour la plupart bénéfiques à l’hôte, il n’en demeure pas moins 
que le microbiote est aussi impliqué dans des pathologies telles que l’obésité, le cancer du côlon 
ou encore les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin. D’autres associations entre 
composants du microbiote et pathologies, sont à attendre de futurs études cliniques et 
épidémiologiques ; tout ceci est rendu possible par l’évolution des techniques d’analyse 
moléculaire d’écologie microbienne (métagénomique et biopuces).  
 
De ce fait, cette revue fait l’état des connaissances concernant :  
- le microbiote intestinal humain et notamment sa diversité, son abondance, ses 
implications dans la physiologie de l’hôte et dans différentes pathologies,  
- l’évolution des techniques d’écologie moléculaire permettant l’analyse de ce 
microbiote  
- l’importance des étapes préanalytiques lors de l’étude du microbiote intestinal 
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Chapitre 2 : Mise en évidence d’un potentiel nouvel ordre d’Archaea 
méthanogènes colonisant le tractus intestinal humain par analyse du 
marqueur moléculaire mcrA (Article 2) 
 
CONTEXTE ET OBJECTIFS 
 
Les données de la littérature sur la diversité de la microflore méthanogène intestinale 
humaine sont majoritairement issues d’études menées par approches de microbiologie classique. 
Ces dernières n’ont permis la mise en évidence que de deux Archaea méthanogènes 
hydrogénotrophes : Methanobrevibacter smithii et Methanosphaera stadtmanae, toutes deux 
appartenant à l’ordre 1 des Methanobacteriales. 
 
L’application d’approches moléculaires à l’étude de la diversité des Archaea 
méthanogènes présentes dans le tube digestif d’autres espèces animales ou colonisant divers 
écosystèmes, a permis de mettre en évidence une diversité largement supérieure à celle révélée 
par les études culturales. Il apparait donc intéressant d’appliquer ce type d’approches à l’étude 
de la diversité des Archaea méthanogènes du microbiote intestinal humain. Dans ce contexte, 
une analyse phylogénétique menée sur l’ADNr 16S à l’aide d’amorces spécifiques d’Archaea, et 
une approche moléculaire métabolique utilisant mcrA comme marqueur spécifique des 






¾ La diversité des Archaea méthanogènes présentes dans le tractus digestif de l’homme 
semble avoir été sous estimée. En effet, la présence d’un nouveau phylotype, appelé 
Mx-01, a été mise en évidence par l’analyse du cistron mcrA chez un individu sur les 








R é s u l t a t s  
C H A P I T R E  I I  
 
 52
¾ Mx-01 a été retrouvé à six mois d’intervalle dans les selles de l’individu porteur ce qui 
indique que la présence de ce phylotype au sein de l’écosystème ne semble pas être 
transitoire. 
 
¾ Mx-01 ne peut être rattaché à aucun des cinq ordres méthanogènes précédemment 
décrit et fait partie d’un nouveau potentiel sixième ordre proche des ANME-1 d’après 
les analyses phylogénétiques menées sur les séquences protéiques McrA.  
 
¾ Outre la présence de Mx-01, nouveau phylotype potentiellement méthanogène, les 
résultats obtenus à l’aide du gène codant l’ARNr 16S ont permis la mise en évidence 
d’un nouveau phylotype d’Archaea, s’affiliant aux Thermoplasmatales, et présent 
uniquement dans les selles de l’individu positif pour Mx-01. 
 
 
PRINCIPALES CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 
Cet article présente la mise en évidence au sein d’un même échantillon de deux 
nouveaux phylotypes : un phylotype potentiellement méthanogène retrouvé par l’analyse du 
cistron mcrA et nommé Mx-01, et un phylotype mis en évidence à l’aide du marqueur ADNr 
16S s’affiliant aux Thermoplasmatales. Deux hypothèses sont alors envisageables i) soit il existe 
des Archaea présentant le cistron mcrA au sein de leur génome et s’affiliant aux 
Thermoplasmatales, ii) soit ces deux phylotypes sont indépendants et l’intestin de l’homme peut 
abriter au moins deux types inconnus d’Archaea, dont un potentiellement méthanogène. Seul 
l’isolement et la co-localisation des deux marqueurs utilisés au sein d’une même cellule 
permettra de confirmer l’une ou l’autre de ces deux hypothèses. 
De manière à déterminer si la présence de ces deux phylotypes n’est qu’anecdotique, une 
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Chapitre 3 :  Evaluation moléculaire du microbiote méthanogène 
intestinal humain révélant une augmentation de la diversité associée 
à l’âge de l’hôte (Article 3) 
 
CONTEXTE ET OBJECTIFS 
 
 
De nombreux facteurs sont susceptibles de jouer un rôle dans la colonisation par le 
microbiote méthanogène : origine ethnique, alimentation, sexe, et âge notamment. Ce dernier 
point a été étudié sur un panel de 63 individus appartenant à trois groupes d’âges différents, 23 
nouveau-nés (âgés de 3 semaines à 10 mois), 20 adultes (âgés de 25 à 45 ans) et 20 seniors (âgés 





¾ La prévalence des Methanobacteriales (M. smithii et M. Stadtmanae) est 
significativement supérieure chez les adultes et les seniors par rapport aux 
nouveau-nés.  
 
¾ 4 nouveaux phylotypes (nommés par la suite Mx-02, Mx-03, Mx-04 et Mx-05) ont 
été mis en évidence à l’aide du marqueur moléculaire mcrA, et regroupés dans le 
même potentiel nouvel ordre d’Archaea méthanogène que Mx-01. 
 
¾ 3 nouveaux phylotypes ont été mis en évidence à l’aide du marqueur moléculaire 
ADNr 16S. Tout comme le phylotype 16S retrouvé au cours des travaux 
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¾ Une association quasi parfaite est obtenue entre les nouveaux phylotypes 
retrouvés à l’aide du marqueur mcrA et les phylotypes retrouvés à l’aide du 
marqueur ADNr 16S au sein des échantillons.  
 
¾ Il y a une augmentation de la prévalence des nouveaux phylotypes mcrA et ADNr 





Cette étude nous a permis de mettre en évidence qu’en plus de Mx-01, le tractus digestif 
de l’homme est colonisé par quatre autres phylotypes, nommés Mx-02, Mx-03, Mx-04 et Mx-05, 
tous regroupés dans un même potentiel 6ème ordre d’Archaea méthanogènes avec Mx-01. 
L’association quasi parfaite entre la présence des phylotypes Mx et des nouveaux phylotypes 
ADNr 16S retrouvés chez ces 63 individus repose la question concernant la co-localisation de 
ces deux marqueurs au sein d’une même Archaea, potentiellement méthanogène et affiliée aux 
Thermoplasmatales. De plus, l’étude de la distribution de ces nouveaux phylotypes a montré que 




























Diversité des Archaea colonisant le tractus digestif de l’homme 
 
 
Les travaux menés au cours de cette thèse ont eu pour but d’enrichir notre connaissance 
du microbiote associé au tractus digestif humain et en particulier de mieux appréhender un 
élément majeur du microbiote hydrogénotrophe, sa composante méthanogène. Les études ont 
consisté à rechercher par méthodes moléculaires, directement à partir de l’ADN extrait de selles, 
la présence et la diversité des Archaea méthanogènes colonisant le tractus digestif de l’homme, 
en considérant l’âge des individus.  
 
Soulignons que pour des raisons scientifiques et matérielles deux autres types 
d’approches n’ont pas été utilisés. La première, une approche par culture microbiologique 
classique, présente l’inconvénient de ne donner qu’une vue restreinte de la diversité naturelle 
d’un écosystème microbien (Aman et al. 1995). Ceci est d’autant plus vrai pour les Archaea 
méthanogènes qui sont strictement anaérobies et ont une croissance lente et dépendante de 
nombreux cofacteurs, ce qui les rend pour la plupart difficilement cultivables et isolables. De 
plus, une telle approche aurait nécessité de travailler directement sur échantillons frais, pour 
optimiser les chances de réussite. Enfin, l’identification précise des micro-organismes par 
culture classique reste délicate. Néanmoins, utiliser cette méthode aurait eu l’intérêt de mettre 
en évidence, de manière quantitative et potentiellement fonctionnelle (production de méthane), 
les Archaea méthanogènes vivantes et cultivables. La deuxième approche, la mesure de méthane 
dans l’air expiré, ne permet de déterminer la présence d’Archaea méthanogènes au sein du 
microbiote colique qu’à partir d’un seuil de 108 cellules par gramme de selles (McKay et al., 
1985). Elle ne permet pas non plus une identification précise des micro-organismes. Elle aurait 
pu être utilisée comme approche complémentaire, cependant elle est difficile à mettre en œuvre 
car elle nécessite le déplacement de l’ensemble des sujets inclus dans les études sur le site 
d’expérimentation. 
 




L’approche moléculaire choisie, déjà validée dans d’autres écosystèmes, a été tout d’abord 
appliquée à un nombre restreint d’individus âgés de 25 à 69 ans (article 2). Elle a montré qu’en 
ciblant à la fois le marqueur moléculaire métabolique spécifique de la méthanogenèse mcrA et 
l’ADNr 16S, avec les techniques retenues (cf. infra), elle permettait de détecter des Archaea 
jusque là jamais mises en évidence dans le tractus digestif de l’homme. Aussi, cette approche a 
été mise en œuvre sur un plus grand nombre d’individus au cours d’une deuxième étude, à 
savoir 63 individus appartenant à trois groupes d’âge différents : 23 nouveau-nés (de 3 semaines 
à 10 mois), 20 adultes (de 25 à 45 ans) et 20 seniors (de 70 à 90 ans). Cette dernière étude 
(Article 3) a de ce fait permis d’appréhender les variations du microbiote méthanogène en 




Etude de la diversité des Archaea méthanogènes sur la base du marqueur mcrA  
 
Le marqueur moléculaire métabolique mcrA a été choisi afin d’étudier la diversité des 
Archaea méthanogènes colonisant le tractus digestif de l’homme et ceci pour plusieurs raisons. 
Tout d’abord, le cistron mcrA code pour la sous-unité α de la méthyle-coenzyme M reductase 
(MCR, EC 2.8.4.1), enzyme qui catalyse la dernière étape de la méthanogenèse et en est 
spécifique. Il faut toutefois noter que MCR est également retrouvé chez les Archaea oxydant le 
méthane en anaérobiose (Hallam et al., 2003, Lloyd et al., 2006) chez lesquelles l’oxydation du 
méthane passerait par une inversion de plusieurs étapes de la méthanogenèse (Hallam et al., 
2003, Hallam et al., 2004). De plus, les phylogénies mcrA sont similaires aux phylogénies 
d’ADNr 16S, ce qui sous-entend que le cistron mcrA n’est pas sujet à transfert horizontal et peut 
donc être utilisé comme marqueur phylogénétique des Archaea méthanogènes (Luton et al., 
2002).  
 
Des amorces dégénérées ont été obtenues après alignement ClustalW (Thompson et al., 
1994) d’un grand nombre de séquences mcrA issues i) de plusieurs représentants cultivés ou 
non, de chacun des cinq ordres méthanogènes décrits, ii) d’Archaea oxydant le méthane en 
 
 
Tableau 1. Séquence des amorces dégénérées ciblant le cistron mcrA des Archaea 
méthanogènes et méthanotrophes  
 
 Amorce Sequence (5’- 3’) Taille de l’amplicon (pb)  
MM_01 TAY ATg TCI ggY ggT gTH gg  
MM_01_pSTCa CCTTCgCCgACTgA TAY ATg TCI ggY ggT gTH gg 

















































anaérobie, les ANME 1 (Hallam et al., 2003) et iii) de la séquences mrtA de M. stadtmanae 
(Fricke et al., 2006), seul méthanogène connu à ce jour ne présentant pas l’opéron mcr. Les 
amorces issues de l’analyse visuelle de la séquence consensus obtenue après alignement sont 
présentées dans le tableau 1. Sur l’amorce MM-01, une queue oligonucléotidique a été rajoutée, 
donnant ainsi l’amorce modifié MM_01_pSTC, ce qui permet le clonage orienté dans le vecteur 
pSTC 1.3 du kit « StabyCloning » de la société Delphi Genetics. En effet, le chromosome des 
bactéries compétentes, fournies avec le kit, code pour un poison mortel pour la cellule, et seuls 
les vecteurs présentant un insert orienté de manière à permettre la synthèse d’un antidote 
assurent la survie et la reproduction de la bactérie (Figure 1). Une première phase 
expérimentale, à la fois de mise au point, de validation et de comparaison avec d’autres 
méthodes, a été effectuée en association avec le fabricant (Annexe I : Technical Note Delphi 
Gentics Inc.). Les travaux réalisés au cours de cette thèse représentent un total de 16 banques de 
100 clones chacune (4 pour la première étude et 12 pour la deuxième). L’utilisation de ce kit de 
clonage a permis de grandement faciliter l’analyse des profils RFLP (à chaque séquence 
différente, un et un seul profil RFLP). Par la suite, au moins un clone par profil a été séquencé, 
au sein de chaque banque. Des analyses phylogénétiques des séquences mises en évidence ont 
ensuite été réalisées.  
 
Le marqueur mcrA a ainsi permis la mise en évidence de huit phylotypes distincts, en 
considérant 98 % d’identité entre séquences protéiques (McrA) comme valeur seuil délimitant 
deux OTUs (Article 2 et 3). 
Trois de ces huit phylotypes correspondaient à des Methanobacteriales, dont deux 
d’entre eux à M. smithii et M. stadtmanae. Que l’analyse soit globale ou individu par individu, 
M. smithii a été l’Archaea méthanogène la plus représentée dans les banques de clones. En effet 
sur les 16 banques analysées, 11 étaient exclusivement constituées de clones correspondant à 
cette Archaea méthanogène (100 clones sur 100) et sur l’ensemble des banques, elle a été 
représentée par 1487 / 1600 clones (soit par environ 93 % des clones). M. stadtmanae, quant à 
elle, a été représentée par un nombre de clones plus restreint, à savoir 29 au total retrouvés dans 
4 des 16 banques. Un troisième phylotype, représenté uniquement par un clone dont la 
séquence McrA déduite présentait 97,3 % d’identité avec celle de M. smithii (ATCC 35061) a 
 




également été mis en évidence et considéré comme un phylotype du genre Methanobrevibacter 
différent, quoique proche, des espèces M. smithii retrouvées chez l’homme. Ces résultats sont 
conformes aux données de la littérature montrant que M. smithii est l’Archaea méthanogène la 
plus fréquemment retrouvées chez l’homme et qu’elle est parfois, mais rarement, associée à M. 
stadtmanae (Miller et al., 1982, Eckburg et al., 2005, Stewart et al., 2006, Palmer et al., 2007, 
Scanlan et al., 2008).  
 
Cinq autres phylotypes, nommés de Mx-01 à Mx-05, ont également été mis en évidence. 
Mx-01, Mx-02 et Mx-03 ont été retrouvés par l’analyse des banques mcrA. Les deux autres 
phylotypes, Mx-04 et Mx-05 on été, quant à eux, mis en évidence via l’analyse des 
amplifications préalablement supposées spécifiques, du cistron mcrA de Mx-01, Mx-02 et Mx-
03. Dans le cas présent, Mx-04 et Mx-05 sont issus de l’analyse de l’amplification « spécifique » 
du cistron mcrA de Mx-03 obtenu à partir des selles E20 (Article 3). Ces résultats semblent 
indiquer que d’autres phylotypes sont présents dans le tube digestif de l’homme, mais n’ont pas 
été mis en évidence jusque là faute d’outils suffisamment discriminants. Dans tous les cas, 
l’identité entre les diverses séquences protéiques McrA correspondant aux Mx était comprise 
entre 69,0 % et 95,1 %. Aucune identité supérieure à 98 % n’a été retrouvée avec un taxon 
connu, confirmant que ces cinq OTU sont bien distincts et ne correspondent à aucun micro-
organisme précédemment caractérisé. Les analyses phylogénétiques menées au cours de ces 
travaux (Articles 2 et 3) montrent que l’ensemble de ces séquences forment un groupe 
monophylétique qui ne peut être rattaché à aucun des 5 ordres méthanogènes décrits à ce jour. 
Il est par contre apparenté de manière éloigné aux ANME 1, un groupe d’Archaea oxydant le 
méthane en anaérobiose (Hallam et al., 2003, Lloyd et al., 2006). Ces résultats ne permettent 
donc pas d’inférer du métabolisme des phylotypes Mx. En effet, la question de savoir si ces 
micro-organismes sont des Archaea méthanogènes, des Archaea méthanotrophes anaérobies, ou 
d’autres types de micro-organismes reste entière à la vue de ces résultats. Par la suite, nous 
parlerons cependant des micro-organismes Mx comme étant les membres d’un potentiel 6ème 
ordre d’Archaea méthanogènes.  
 
 
Tableau 2. Identité entre les séquences mcrA de Mx-01, Mx-02, Mx-03, Mx-04 et Mx-05 
 
 Mx-01* Mx-02* Mx-03* Mx-04** Mx-05** 
Mx-01*      
Mx-02* 72,1 %     
Mx-03* 72,8 % 78,4 %    
Mx-04** 69,3 % 81,0 % 91,9 %   
Mx-05** 71,3 % 77,4 % 79,0 % 81,5 %  
* séquences de 442 à 445 pb 
** séquences de 248 à 254 pb 




L’identité moyenne des séquences nucléiques mcrA entre les Archaea méthanogènes 
faisant partie d’une même famille est de 79 % et s’échelonne de 71,7 à 83,2 selon les ordres et les 
familles considérés (Steinberg & Regan, 2008). Si les différents phylotypes Mx retrouvés au 
cours de ces études sont des Archaea méthanogènes, on peut utiliser l’identité entre séquences 
des différents phylotypes afin de présumer de leurs regroupements et de l’étendue de ce 6ème  
ordre. Ainsi, la séquence mcrA de Mx-01 ne présente qu’entre 69,3 % et 72,8 % d’identité avec 
les autres séquences Mx (Tableau 2) ce qui suggère la présence d’au moins 2 familles distinctes 
au sein de ce 6ème ordre putatif. Cependant, cette analyse peut être remise en cause par deux 
points : i) seules 248 pb sont considérées dans l’analyse pour Mx-04 et Mx-05, contre 442 à 445 
pb pour les autres séquences Mx, ce qui peut fausser la valeur de l’identité, et ii) ces valeurs 
peuvent n’avoir aucun sens si le gène mcr des espèces Mx est non-fonctionnel et donc non-
soumis aux mêmes pressions de sélection (vitesse évolutive plus rapide).  
 
Enfin, notons qu’une identité de 100 % a été retrouvée entre la séquence McrA de Mx-
01 et celle d’un clone issu de fèces humaines (Scanlan et al., 2008). De plus, l’ensemble des 
séquences McrA, correspondant aux phylotypes Mx retrouvés dans ces études, présente des 
identités élevées (> 80 %) avec des séquences retrouvées dans le tractus digestif d’autres 
animaux et notamment du porc (Ufnar et al. non publié), du bovin (Denman et al., 2007) et du 
wallaby (Evans et al., 2009). Des identités protéiques supérieures à 98 % ont notamment été 
retrouvées entre les séquences McrA de Mx-01 et Mx-02 avec les séquences déduites de clones 
issus du rumen bovin (Ufnar et al., non publié). Ainsi, les phylotypes proches de Mx sont 
également retrouvés dans le tractus digestif d’autres animaux, monogastriques ou ruminants, et 
pour certains, ne sont donc pas spécifiques à l’homme. Il est également intéressant de noter que 
d’après les phylogénies McrA, Mx-01 est également affilié à un clone issu de l’environnement et 
notamment des eaux marécageuses de Floride (clone MCR-U3SP-12, (Castro et al., 2004)), 
montrant que les micro-organismes constituant ce nouvel ordre ne sont pas exclusivement 
retrouvés dans les écosystèmes digestifs.  
 
Lors d’amplifications PCR réalisées à l’aide d’amorces dégénérées, la proportion entre les 
différents amplicons varie notamment en fonction de la température d’hybridation choisie 





(Lueders & Friedrich, 2003). Ainsi, la proportion des clones représentant les différents membres 
d’une communauté microbienne ne permet pas de présumer de l’abondance de chaque 
phylotype dans l’écosystème analysé. De ce fait, il est possible que l’analyse de banques de 100 
clones ne donne qu’une vision trompeuse de la réelle abondance des phylotypes mcrA présents 
dans ces échantillons. De plus, se restreindre à analyser 100 clones par banque introduit très 
probablement aussi un biais quant à la richesse effective de l’échantillon : ceci peut être 
notamment illustré pour les selles E20 (Article 3), selles pour lesquelles l’analyse de 100 clones 
mcrA n’a révélé la présence que de M. smithii et de M. stadtmanae alors que ces selles 
renferment en plus Mx-02, Mx-04 et Mx-05 d’après les analyses complémentaires menées. 
L’analyse in silico des séquences mcrA de ces 3 derniers phylotypes montre que les profils RFLP 
correspondant à chacun d’entre eux sont différents de ceux obtenus pour M. smithii et M. 
stadtmanae, signifiant que ces derniers sont effectivement absents de la banque mcrA du sujet 
E20. Enfin, seul un nombre restreint de clones a été séquencé pour chaque profil RFLP 
différent. Or, il n’est pas exclu que deux phylotypes distincts présentent des profils de 
restriction identiques. De ce fait, il est probable que la diversité observée lors de ces analyses ne 
soit qu’une sous-estimation de la réelle diversité.  
 
 
Etude de la diversité des Archaea sur la base du marqueur ADNr 16S 
 
Une étude de la diversité des Archaea a également été menée en parallèle de la recherche 
des Archaea méthanogènes. Celle-ci a nécessité l’analyse du gène codant pour l’ARNr 16S, l’une 
des cibles moléculaires les plus souvent utilisées dans les études de diversité microbienne. Elle a 
été réalisée par amplification PCR, clonage et séquençage. Les amorces choisies ont été : Arch 
f21 (5’TTCCggTTgATCCYgCCggA3’) (Zheng et al., 1996) et Arch r934 
(5’gTgCTCCCCCgCCAATTC3’) (Skillman et al., 2004). Ces amorces sont spécifiques du domaine 
des Archaea et leur analyse via la Ribosomal Data Base Project Release 10 
(http://rdp.cme.msu.edu/) a montré que ce couple ne permettait pas l’amplification de l’ADNr 
16S de M. smithii et de M. stadtmanae. De ce fait, ce couple d’amorce a été choisi de manière à 
















































Figure 2. Phylogénie des méthanogènes déduite de l’analyse de 53 protéines ribosomales 











sein des échantillons. Ces amorces ont ensuite été utilisées pour l’amplification du marqueur 
ADNr 16S sur des selles Mx positives : Mx-01 positive (selles 006, Article 2), Mx-03 positives 
(selles A02 et E18, Article 3) et selles Mx-02, Mx-04 et Mx-05 positives (selles E20, Article 3). 
De 2 à 6 clones ont été séquencés pour chacune des selles. Ceci a permis de mettre en évidence 
la présence de 4 phylotypes partageant de 84,9 à 94,7 % d’identité entre séquences. Aucun de 
ces phylotypes ne présentait d’identité supérieure à 98 % avec un micro-organisme caractérisé.  
 
Les analyses phylogénétiques menées sur ces 4 nouveaux phylotypes ont montré qu’ils 
sont regroupés avec d’autres séquences ADNr 16S correspondant à des clones provenant 
d’organismes issus d’analyses menées sur le tractus digestif de nombreux animaux, notamment : 
le rumen des chèvres (Tajima et al., 2001), le caecum du poulet (Saengkerdsub et al., 2007) et le 
tractus digestif du wallaby (Evans et al., 2009). De plus, tout comme pour les séquences mcrA, 
ce groupe ne peut être rattaché à aucun des cinq ordres méthanogènes décrit à ce jour. Par 
contre, il est apparenté à l’ordre des Thermoplasmatales, renfermant des micro-organismes 
thermoacidophiles (Reysenbach & Cady, 2001) et qui s’intercale entre les Classes I et II des 
Archaea méthanogènes (Bapteste et al., 2005), comme le montre la Figure 2.  
 





Les deux marqueurs moléculaires mcrA et ADNr 16S sont-ils associés  
au sein d’une seule et même Archaea ? 
 
 
L’amplification de l’ADNr 16S de l’ensemble des nouveaux phylotypes, mis en évidence 
au cours des deux études, a permis de montrer que ces derniers étaient retrouvés pour chaque 
selle Mx positive, à une exception près. Une telle association entre la présence de séquences 
mcrA et ADNr 16S a également été mise en évidence au cours d’une étude récente menée par 
Evans et al. (2009). Dans cette étude, un nouveau phylotype mcrA, également apparenté de 
manière éloignée aux ANME-I, a été retrouvé en parallèle à un phylotype ADNr 16S s’affiliant 
au Thermoplasmatales (Evans et al., 2009). Enfin, cette même association a également été 
retrouvée lors de la détermination des conditions de maintien en culture du phylotype Mx-01 
(Cf p. 83). L’hypothèse la plus simple consiste à supposer qu’il s’agit de deux types de micro-
organismes indépendants l’un de l’autre, et dont la co-localisation n’est que le fruit du hasard. 
Deux arguments vont dans ce sens. En effet, il a été observé une absence d’amplification du 
marqueur 16S chez un individu porteur de Mx (nouveau né N10, article 3), et inversement, une 
absence d’amplification du marqueur mcrA chez un individu pour lequel une amplification 
ADNr 16S d’Archaea avait été obtenue (Adulte A18, article 3). Cependant, le fait que le 
nouveau-né N10 présentait une très faible amplification mcrA et l’impossibilité technique 
d’avoir pu vérifier que l’amplification ADNr 16S obtenue pour l’individu A18 correspondait 
effectivement à une Thermoplasmatale, ne nous permet pas d’être catégorique sur 
l’indépendance de ces 2 types de micro-organismes. Deux autres hypothèses qui permettraient 
d’expliquer cette co-localisation, retrouvée dans des conditions très variables, à savoir au sein de 
deux écosystèmes digestifs différents (celui de l’homme et celui du wallaby) ainsi que dans des 
cultures in vitro (Cf p. 83), restent alors envisageables : 
o soit il s’agit de deux types de micro-organismes co-évoluant ensemble. A titre 
d’exemple ce dernier type de relation a notamment été récemment mise en 
évidence pour deux Archaea : Nanoarchaeum equitans (Euryarchaeota) et 
Ignicoccus hospitalis (Crenarchaeota). Dans cette exemple, N. equitans ne peut 





être cultivé en l’absence de I. hospitalis, alors que ce dernier se développe bien 
sans son symbiote putatif (Huber et al., 2002). 
 
o  soit chaque marqueur Mx-mcrA et ADNr 16S d’Archaea mis en évidence  
appartient à un seul et même micro-organisme. Cette dernière hypothèse revêt 
un intérêt concernant l’évolution des Archaea méthanogènes. En effet, les Classes 
I et II des méthanogènes sont séparées par des lignées non-méthanogènes : les 
Thermoplasmatales, les Archaeoglobales et les Halobacteriales. Ceci suggère que 
la méthanogenèse a été perdue au moins 3 fois au cours de l’évolution des 
Euryarchaeotes comme suggéré récemment (Gribaldo & Brochier-Armanet, 
2006). La mise en évidence de la présence du cistron mcrA (de manière résiduelle 
ou bien réellement impliqué dans les voies de la méthanogenèse ou de la 
méthanotrophie) au sein d’un micro-organisme s’affiliant aux Thermoplasmatales 
d’après les phylogénies de l’ADNr 16S, serait un élément supplémentaire 
confirmant cette hypothèse.  
 
La mise en évidence de la co-localisation de ces deux marqueurs au sein d’une même 
cellule par FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), ou par amplification de ces deux 
marqueurs sur une souche isolée, ou encore par une analyse génomique globale menée sur 
culture enrichie, sont autant d’approches qui confirmeraient ou non la justesse d’une telle 
hypothèse.  





Mx : méthanogènes, méthanotrophes ou autre ? 
 
 
Les phylogénies McrA montrent que le nouveau potentiel 6ème ordre d’Archaea 
méthanogènes est apparenté de manière éloignée à un groupe d’Archaea réalisant l’oxydation 
anaérobie du méthane, les ANME I (Hallam et al., 2003). Chez ces dernières, l’oxydation 
anaérobie du méthane passerait par une inversion de plusieurs étapes de la méthanogenèse, ce 
qui expliquerait notamment la présence du cistron mcrA au sein de leur génome (Hallam et al., 
2003, Hallam et al., 2004). Qu’en est-il alors du métabolisme des nouveaux phylotypes retrouvés 
au cours de nos travaux ?  
 
Un premier élément de réponse serait de dire que les séquences mcrA des phylotypes Mx 
ne présentent pas la signature spécifique des ANME-1, représentée par une séquence riche en 
cystéine de type CCX4CX5C (Shima & Thauer, 2005) et de ce fait seraient bien des Archaea 
méthanogènes. Il faut toutefois noter que les ANME 2 (un autre groupe d’AMOs non affilié aux 
ANME 1), également suspectées d’inverser plusieurs étapes de la méthanogenèse, ne présentent 
pas cette signature. Il ne peut donc être totalement exclu que les membres de ce potentiel 
nouvel ordre soit des Archaea oxydant le méthane.  
 
Un deuxième élément est apporté par des expériences préliminaires non décrites dans ce 
manuscrit. Il m’a été possible de maintenir Mx-01 en culture. Le maintien de ce phylotype a pu 
être réalisé au cours de 10 repiquages (à ce jour) dans un milieu DZM141, additionné de 
méthanol à une concentration de 10 mM, d’ampicilline à 500 mg/L et incubé à 37°C sous une 
pression de 1 bar de CH4 ou de N2. Il a été mis en évidence que la détection de Mx-01 (après 21 
jours de culture) via l’amplification spécifique du cistron mcrA est associée à la présence de 
méthane dans l’atmosphère des tubes de culture (de l’ordre de 0,5 %), et ce, en l’absence de 
détection par PCR de M. smithii et de M. stadtmanae, (en ciblant spécifiquement le cistron 
mcrA). Ces résultats préliminaires viennent appuyer l’hypothèse que les membres du potentiel 
6ème ordre d’Archaea méthanogènes mis en évidence seraient effectivement méthanogènes et 





non méthanotrophes. Il ne faut toutefois pas écarter la possibilité que cette production de 
méthane soit le fruit de l’activité i) d’une ou de plusieurs autres Archaea méthanogènes n’ayant 
pas été mis en évidence par l’approche utilisée, ii) de M. smithii ou de M. stadtmanae présents 
dans les tubes de cultures à des valeurs inférieures au seuil de détection de la technique 
employée, ou encore iii) d’un des phylotypes ADNr 16S pour lequel le cistron mcrA n’aurait pas 
été mis en évidence par l’approche utilisée, ceci en sachant que les amplifications de Mx-01 ont 
été associées aux amplifications d’un phylotype ADNr 16S d’Archaea non Methanobacteriales 








Impact de l’âge sur la distribution des nouveaux phylotypes 
 
 
Afin d’étudier l’impact de l’âge sur la distribution des nouveaux phylotypes mis en 
évidence via le marqueur moléculaire mcrA et via le marqueur moléculaire ADNr 16S, le suivi 
de ces nouveaux phylotypes par PCR spécifique a été réalisé au cours de l’étude menée sur des 
individus appartenant à trois groupes d’âge différents : 23 nouveau-nés (de 3 semaines à 10 
mois), 20 adultes (de 25 à 45 ans) et 20 seniors (de 70 à 90 ans) (Article 3).  
 
Fernandes et al. (1998) ont montré que les 66 méthano-excréteurs inclus dans leur étude 
étaient significativement plus âgés que les 63 non-méthano-excréteurs (49,5 ± 16,0 versus 39,6 ± 
17,0 ans, p = 0,0009), suggérant ainsi une augmentation de l’abondance et de la prévalence des 
Archaea méthanogènes colonisant le tractus digestif de l’homme avec l’âge. Dans notre étude, la 
présence de M. smithii, en association ou non avec M. stadtmanae, a été retrouvée chez 80 % 
des seniors (n=20) et 60 % des adultes (n=20), cette distribution entre les deux populations 
semble être homogène (Test d’exactitude de Fisher, p=0,3)  
 
Un seul nouveau-né sur les 23 analysés a présenté un phylotype Mx, avec une absence de 
M. smithii ou M. stadtmanae. Quelques études par approches de microbiologie classique ou par 
mesure de méthane dans l’air expiré ont montré que la colonisation de l’intestin humain par les 
méthanogènes ne commençait pas avant l’âge de 2-3 ans (Bond et al., 1971, Rutili et al., 1996). 
D’après les travaux menés par Palmer et al. (2007), il semble que les Archaea méthanogènes 
n’apparaissent que transitoirement au sein du microbiote colique, dans la première année de vie. 
En effet, l’analyse par PCR quantitative ciblant l’ADNr 16S spécifique des Archaea a montré que 
seuls 7 nouveau-nés sur 14 présentaient des Archaea méthanogènes, à des concentrations 
variant de 103 à 106 copies d’ADNr 16S par gramme de selles (Palmer et al., 2007). De plus, sur 
les 30 échantillons prélevés au cours de la première année de vie de chaque nouveau-né, les 
Archaea méthanogènes n’ont été détectées que sur un seul échantillon pour 4 d’entre eux, et 
uniquement chez un enfant après 5 semaines de vie (Palmer et al., 2007). D’après ces résultats, il 





est fortement probable que la présence de Mx-01 dans les selles de ce nouveau-né ne soit que 
transitoire.  
 
Si on s’intéresse exclusivement aux nouveaux phylotypes Mx, ils sont retrouvés 
individuellement ou associés les uns avec les autres chez 2/20 (10 %) adultes et 8/20 (40 %) 
seniors. Bien que réalisé sur un petit nombre d’individus, la distribution apparaît non homogène 
entre adultes et seniors (test d’exactitude de Fisher, p=0,065) et la proportion de porteurs de Mx 
dans la population semble augmenter avec l’âge. Ceci peut s’expliquer par plusieurs facteurs. Le 
vieillissement est souvent associé avec une augmentation du temps de transit due à la réduction 
de la masse des fèces (Woodmansey et al., 2004). Cette stagnation de la matière fécale au sein du 
côlon pourrait favoriser le développement des micro-organismes dont la croissance est lente, tel 
que les méthanogènes (Mah et al., 1977). Cependant, le temps de transit ne doit pas être le seul 
facteur impliqué. En effet, les noirs africains d’origine rurale ont des temps de transit plus courts 
que les caucasiens et pourtant présentent une prévalence de méthano-excréteurs supérieure 
(Segal et al., 1988).  
Les Archaea se caractérisent également par l’absence de muréine (ou peptidoglycane) au 
sein de leur paroi cellulaire. Elles présentent de la pseudo-muréine ou des sous-unités 
protéiques selon l’ordre considéré, ce qui leur confère une résistance aux antibiotiques visant la 
synthèse du peptidoglycane comme notamment la pénicilline, la cyclosérine et la valinomycine 
(Garcia et al., 2000). Il a été également montré que M. smithii est très résistant à la 
streptomycine, la gentamycine et la clindamycine, des antibiotiques inhibant la synthèse 
protéique et à la ciprofloxacine un antibiotique interférant dans la réplication de l’ADN 
(Dermoumi & Ansorg, 2001). De ce fait, les Archaea, méthanogènes ou non, pourraient être 
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Ces études nous ont permis de mettre en évidence, via l’analyse du marqueur 
moléculaire métabolique de la méthanogenèse mcrA, qu’en plus des deux Methanobacteriales 
M. smithii et M. stadtmanae, le tractus digestif de l’homme est colonisé par cinq phylotypes, 
nommés Mx-01, Mx-02, Mx-03, Mx-04 et Mx-05. D’après les phylogénies McrA, ces nouveaux 
phylotypes ne peuvent être rattachés à aucun des 5 ordres méthanogènes précédemment décrits 
et sont regroupés au sein d’un potentiel 6ème ordre d’Archaea méthanogènes apparenté de 
manière éloignée aux ANME 1. Il a également été montré qu’au sein de la population présentant 
des méthanogènes, à savoir 60 % des adultes et 80 % des seniors (Article 3), la prévalence de ces 
nouveaux phylotypes, seuls ou en association, augmente en fonction de l’âge des individus, 
passant de 10 % chez les adultes à 40 % chez les seniors (χ2 test, p<0.05). En parallèle, l’analyse 
du marqueur ADNr 16S a permis la mise en évidence de quatre nouveaux phylotypes s’affiliant 
au Thermoplasmatales. Il semble peu probable que l’association entre les deux types de 
phylotypes (mcrA et ADNr 16S) soit le fruit du hasard, et ce résultats laisse à penser, soit qu’ils 
vivent en étroite association au sein du tractus, soit qu’ils correspondent aux mêmes micro-
organismes.  
 
A l’heure actuelle, aucun représentant du potentiel 6ème ordre d’Archaea méthanogènes 
n’a été isolé. Bien que les approches moléculaires donnent une meilleure vision que les 
approches culturales concernant la diversité des communautés microbiennes colonisant un 
écosystème, elles ne permettent pas d’inférer du rôle des phylotypes mis en évidence au sein de 
l’écosystème considéré. La caractérisation phénotypique d’un micro-organisme nécessite dans la 
majeure partie des cas son isolement. De ce fait les travaux entrepris au sein du laboratoire et 
ayant permis de maintenir l’un des représentant de ce potentiel nouvel ordre d’Archaea 
méthanogène (Mx-01) en culture, vont être poursuivis par des tentatives d’isolement en roll-
tubes. Différentes conditions (températures, substrats, antibiotiques…) sont actuellement testées 
au sein du laboratoire de manière à enrichir nos cultures en Mx-01. L’obtention d’une culture 
enrichie permettrait d’envisager une approche métagénomique qui permettrait de fournir des 
réponses aux questions concernant la co-localisation des marqueurs mcrA et ADNr 16S 
correspondant aux nouveaux phylotypes mis en évidence. Elle permettrait également de 
déterminer si la présence du cistron mcrA est résiduelle ou est retrouvée en association avec les 
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autres gènes codant pour les enzymes impliquées dans la méthanogenèse. A défaut de cette 
approche globale l’obtention d’une culture enrichie permettra de faciliter les approches par 
hybridation fluorescente in-situ en cours de développement au sein du laboratoire, afin de 
déterminer si les marqueurs mcrA et ADNr 16S sont co-localisés au sein de la même cellule ou 
si nous avons à faire à deux micro-organismes différents. Enfin cet enrichissement permettra de 
déterminer la physiologie de Mx, et donc également d’en décrire des rôle hypothétiques au sein 
des écosystèmes digestifs animaux.  
De ce point de vue, il semble également intéressant de déterminer l’abondance et la 
proportion des nouveaux phylotypes par rapport à l’ensemble des bactéries ou des Archaea 
méthanogènes, au sein des différents groupes d’âge étudiés. De ce fait une approche par PCR 
quantitative utilisant le SybrGreen et ciblant l’ADNr 16S de l’ensemble des bactéries, de 
l’ensemble des Archaea et de l’ensemble des nouveaux phylotypes ADNr 16S est en cours de 
développement. Si les résultats concernant la co-localisation des deux marqueurs mcrA et 
ADNr16S révèlent que chacun appartient à des Archaea différentes, il est également prévu de 
développer une approche par PCR quantitative ciblant le cistron mcrA.  
De toute évidence le microbiote intestinal humain n’a pas encore révélé tous ses secrets 
concernant sa diversité et son potentiel métabolique. Ceci laisse présager que de nouvelles 
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